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Glioblastom (GBM) je najpogostejši primarni možganski tumor, ki se pojavlja s pogostnostjo 
3,2 primera na 100 000 prebivalcev. Kljub uveljavljenem zdravljenju, ki obsega kirurško 
odstranitev tumorja, kemoterapijo s temozolomidom in radioterapijo, večina bolnikov ne 
preživi več kot 18 mesecev po postavljeni diagnozi. Eden izmed sodobnih možnih načinov 
zdravljenja GBM je uporaba nanoteles, antigen-prepoznavnih delov težkoverižnih protiteles, 
ki jih proizvajajo le nekatere živali, npr. lame. Nanotelesa imajo namreč v primerjavi s 
klasičnimi protiteles precej prednosti, kot so visoka stabilnost, možnost proizvodnje z bakterijo 
E. coli in hitrejše prehajanje v tumor. 
V okviru doktorskega dela smo proučili vpliv nanoteles na preživetje celic, proti osmim možnim 
označevalcem glioblastoma, njihovo migracijo in tvorjenje kolonij. Najprej smo z uporabo 
imunohistokemije ugotovili, da na osnovi navzočnosti biooznačevalec oziroma razlik v 
izražanju, vimentin lahko razlikuje med glioblastomom, gliomi nižje stopnje in normalno 
možganovino, medtem ko biooznačevalci TUFM, DPYSL1 in CRMP1 razlikujejo med 
glioblastomom in normalno možganovino. Rezultati proučevanja citotoksičnega delovanja 
nanoteles kažejo, da nanotelesa Nb79 (anti-vimentin), Nb179 (anti-NAP1L1), Nb225 (anti-
TUFM) in Nb314 (anti-DPYSL2) delujejo citotoksično na glioblastomske celice. Posebno velik 
vpliv na citotoksičnost glioblastomskih matičnih celic ima nanotelo anti-TUFM (Nb225). Na 
migracijo glioblastomskih celic pa najbolj vpliva nanotelo anti-vimentin (Nb79), ki je 
popolnoma inhibiralo migracijo celic glioblastomske celične linije U87MG.  
V drugem delu raziskave smo razvili dostavni sistem, ki temelji na zunajceličnih veziklih 
eksosomih, v katere smo zapakirali nanotelesa, da bi izboljšali njihovo dostavo in povečali 
učinkovitost. Eksosomi so najmanjši zunajcelični vezikli, ki jih izločajo celice, in naj bi, v 
primerjavi s primerljivimi dostavljalci, liposomi, hitreje prehajali v tarčne celice, obenem pa 
naj bi tudi imeli daljši razpolovni čas. Eksosome smo izolirali iz glioblastomske celične linije 
U251MG in jih opredelili z uporabo prenosa western za detekcijo eksosomalnih označevalcev, 
z uporabo metode sledenja nanodelcem za določitev števila in velikosti eksosomov, ter z 
elektronsko mikroskopijo za ugotavljanje njihove oblike. V eksosome smo nanotelesa uspešno 




učinkoviti, medtem ko posredno pakiranje nanoteles v eksosome preko inkubacije celic z 
nanotelesi ni bilo uspešno.  
Eksosomi so poleg tega, da so potencialni dostavljalci oz. komponente sistemov za dostavo 
zdravil do tkiv in celic, tudi možen vir biooznačevalcev. V naši študiji smo z metodo qPCR 
analizirali izražanje izbranih mRNA, miRNA in proteinov v eksosomih celic glioblastomskih 
celičnih linij. Ugotovili smo, da so miR-9-5p, miR-124-3p, mRNA TUFM in mRNA CRMP1 možni 
označevalci eksosomov glioblastomskih matičnih celic, mRNA VIM pa primeren označevalec 
eksosomov diferenciranih glioblastomskih celic. Za razliko od omenjenih molekul RNA so bili 
proteini v eksosomih proučevanih celic slabše zastopani, v njih smo lahko detektirali samo 
proteinska biooznačevalca ALYREF in DPYSL2.  
V doktorski nalogi smo pokazali, da so nanotelesa primerno sredstvo za doseganje 
citotoksičnega učinka in zmanjševanje migracije glioblastomskih celic. Uspešno smo razvili 
dostavno sredstvo, eksosome, ki vsebujejo nanotelesa, in te bi lahko v prihodnosti uporabili 
za povečanje učinkovitosti samih nanoteles. Naši rezultati kažejo, da so citotoksična 
nanotelesa in eksosomi, kot dostavni sistem, obetavna učinkovita in specifična oblika terapije 
za zdravljenje GBM. Vzporedno smo v naši študiji tudi določili možne eksosomalne 
označevalce glioblastomskih celic, za katere predlagamo ovrednotenje pri nadaljnjem 
proučevanju eksosomov, izoliranih iz telesnih tekočin bolnikov. Ti bi v prihodosti lahko služili 
kot potencialni biomarkerji GBM iz krvi ali cerebrospinalne tekočine bolnikov z GBM.  
Ključne besede: glioblastom, nanotelesa, NAP1L1, DPYSL2, TUFM, vimentin, citotoksičnost, 















Glioblastoma is the most common primary brain tumor, occurring with a frequency of 3.2 
cases per 100 000 population. Despite established treatment, which includes surgical removal 
of the tumor, chemotherapy with temozolomide, and radiotherapy, most patients do not 
survive more than 18 months after diagnosis. One of the modern possible ways of treating 
GBM is the use of nanobodies, antigen-recognizing parts of heavy chain-only antibodies 
produced by only some animals, e.g. llamas. Namely, nanobodies have many advantages over 
classical antibodies, such as high stability, possibility of production with E. coli and faster 
transition and penetration to the tumor. 
In the doctoral thesis, we studied the influence of nanobodies against eight possible 
biomarkers of glioblastoma on cell survival, migration and colony formation. First, using 
immunohistochemistry, we found that, based on differences in expression or presence, the 
biomarker vimentin could distinguish between glioblastoma, lower-grade gliomas, and normal 
brain, while biomarkers TUFM, DPYSL1, and CRMP1 distinguished between glioblastoma and 
normal brain. The results of the study of the cytotoxic action of nanobodies showed that 
nanobodies Nb79 (anti-vimentin), Nb179 (anti-NAP1L1), Nb225 (anti-TUFM) and Nb314 (anti-
DPYSL2) have a cytotoxic effect on glioblastoma cells. The anti-TUFM nanobody (Nb225) has 
a particularly large effect on the cytotoxicity of glioblastoma stem cells. The migration of 
glioblastoma cells is mostly affected by the anti-vimentin nanobody (Nb79), which completely 
inhibited the migration of cells of the glioblastoma cell line U87MG.  
In the second part of the study, we developed a delivery system based on extracellular 
vesicles, exosomes, into which we packaged nanobodies to improve their delivery and 
increase efficiency. Exosomes are the smallest extracellular vesicles secreted by cells and are 
thought to pass more rapidly into target cells than comparable delivery systems, while also 
having a longer half-life. Exosomes were isolated from the U251MG glioblastoma cell line cells 
and characterized by detection of exosomal markers using Western blot, a nanoparticle 
tracking analysis method to determine their number and size, and by electron microscopy to 
determine their shape. Nanobodies were successfully packaged into exosomes by 0.4% 
saponin incubation and sonication methods, which were approximately equally effective, 




 In addition to being carriers of a potential delivery system, exosomes are also a possible 
source of biomarkers. In our study, we analyzed the expression of selected mRNAs, miRNAs, 
and proteins in the exosomes of glioblastoma cell lines using the qPCR method. We found that 
miR-9-5p, miR-124-3p, TUFM mRNA, and CRMP1 mRNA are possible markers of glioblastoma 
stem cell exosomes, and VIM mRNA is a suitable marker of differentiated glioblastoma cell 
exosomes. In contrast to the mentioned RNA molecules, proteins were less represented in the 
exosomes of the studied cells, in which only the protein biomarkers ALYREF and DPYSL2 could 
be detected. 
In our doctoral dissertation, we showed that nanobodies are a suitable means of achieving a 
cytotoxic effect and reducing the migration of glioblastoma cells. We have successfully 
developed a delivery vehicle, exosomes that contain nanobodies, and these could be used in 
the future to increase the efficiency of the nanobodies themselves. Our results suggest that 
cytotoxic nanobodies and exosomes, as a delivery system, are a promising form of efficient 
and specific therapy for the treatment of GBM. In parallel, in this study we also identified 
possible exosomal markers of glioblastoma cells, for which we propose evaluation in the 
further study of exosomes isolated from patients’ body fluids. These could in the future serve 
as potential biomarkers of GBM from the blood or cerebrospinal fluid of patients with GBM. 
Key words: glioblastoma, nanobody, NAP1L1, DPYSL2, TUFM, vimentin, cytotoxicity, cell 

















1.1 Glioblastom  
 
Glioblastom (GBM) je najpogostejši maligni primarni možganski tumor pri odraslih, ki se v 
Združenih državah Amerike pojavlja s pogostostjo 3,2 primera na 100 000 prebivalcev (1, 2). V 
vzhodni Evropi je pogostost astrocitnih tumorjev, med katere spada tudi GBM, 3 primeri, v 
Združenem kraljestvu in Irski pa 5 primerov na 100 000 prebivalcev (3). Leta 2017 je bilo v 
Sloveniji potrjenih 168 primerov malignega glioma (4). Po klasifikaciji Svetovne zdravstvene 
organizacije (angl. World Health Organisation, WHO) GBM spada v skupino difuznih astrocitnih 
in oligodendroglialnih tumorjev (5), ki se nadalje razvrščajo na posamezne stopnje glede na 
njihovo malignost, in sicer stopnje l do lV, pri čemer so tumorji stopnje l najmanj in tumorji 
stopnje lV, med katere spada tudi GBM, najbolj maligni (6). Za IV. stopnjo so značilne 
predvsem citološka atipija, anaplazija, mitotska aktivnost, mikrovaskularna proliferacija in/ali 
nekroza (6). Po novejši klasifikaciji GBM razdelimo v dve skupini glede na status mutacij v genu 
izocitrat dehidrogenaza (IDH): GBM z divjim tipom IDH, ki predstavlja 90 % vseh tipov GBM in 
je značilen za bolnike s povprečno starostjo ob diagnozi 62 let in preživetjem 15 mesecev, 
medtem ko se pri bolnikih z mutiranim IDH tumor običajno razvije iz glioma nižje stopnje in se 
pojavlja pri mlajših bolnikih s povprečno starostjo 44 let (5). Prognoza teh bolnikov je boljša, 
saj je preživetje približno enkrat daljše (31 mesecev) v primerjavi z bolniki brez mutacije IDH 
(5). 
Simptomi GBM pri bolnikih so predvsem v začetku lahko precej nejasni in so odvisni predvsem 
od mesta nahajanja tumorja, vključujejo pa telesno šibkost, izgubo vida, spremembe v 
izražanju, spremembe v razpoloženju, utrujenost, glavobol in epileptične napade (1). Vzroki 
nastanka možganskih tumorjev niso poznani, znano pa je, da ionizirajoče sevanje in nekateri 
redki sindromi, kot so nevrofibromatoza in Li-Fraumeni sindrom, povečujejo tveganje za 
nastanek možganskega raka (7). Standardna terapija bolnikov, mlajših od 70 let, obsega 
maksimalno kirurško odstranitev tumorja, radioterapijo in kemoterapijo s temozolomidom 
(TMZ) (1). TMZ je alkilirajoče sredstvo, ki metilira mesti N7 in O6 na gvaninu ter mesto N3 na 
adenozinu, in s tem povzroči prelom DNA ter apoptozo (8, 9). Poleg TMZ je drugi večji uspeh 




angl. vascular endothelial growth factor), bevacizumab, ki je bilo s strani ameriške Uprave za 
živila in zdravila (Food and Drug Administration, FDA) odobreno leta 2009, a se kljub 
začetnemu optimizmu ni izkazalo kot uspešnejše v primerjavi z obstoječim zdravljenjem 
primarnega GBM (8). Leta 2011 pa je FDA za zdravljenje GBM odobrila sodoben način 
zdravljenja s t. i. »spreminjajočim električnim poljem (angl. alternating electric field)« oz. 
»zdravljenjem tumorja s poljem (TFF; angl. tumor-treating field)«. Pri zdravljenju se na 
bolnikovo glavo položijo elektrode, ki jih priključijo na električno polje. Električno polje nato 
povzroči de-regulacijo mikrotubulov in propadanje mitotičnega vretena (10). Omenjen način 
zdravljenja povzroča manj stranskih učinkov v primerjavi s TMZ (10). 
Kljub napredku pri uvedbi novejših metod zdravljenja pa še vedno večina bolnikov umre v manj 
kot 18 mesecih po postavitvi diagnoze (11). Vzrokov za neuspešno terapijo je več. Možgane 
obdaja krvno-možganska pregrada, ki onemogoča prehajanje vseh večjih molekul in kar 98 % 
majhnih molekul (12). Za GBM je sicer značilna okvarjena krvno-možganska pregrada, ki ima 
večjo prepustnost, a zaradi izražanja določenih transporterjev in spremenjene dinamike 
tekočin večja prepustnost ni nujno povezana z večjim prehajanjem zdravil v tumor (2). Za GBM 
so za razliko od metastaz v možganih značilne nejasne meje, kar otežuje odstranitev tumorja 
v celoti, obenem pa se lahko iz tumorja odcepijo celice in potujejo v ostale dele možganov, 
kjer lahko tvorijo nov tumor (13). Zelo pomemben mehanizem pri odpornosti na zdravljenje 
je izražanje encima O6-metilgvanin DNA metil-transferaza (MGMT), ki odstrani alkilno skupino 
z mesta O6 -gvanin in tako popravi DNA, poškodovano po delovanju TMZ (14). Pri 40 % 
tumorjev GBM pa je promotor za MGMT metiliran, kar poveča kemosenzitivnost za TMZ. 
Metilacija promotorja MGMT je zato pomemben potencialen prognostični in prediktivni faktor 
(14). Poleg MGMT se v tumorju izražajo tudi drugi DNA-popravljalni encimi, ki popravljajo 
poškodbe po terapiji (2). 
Za GBM so značilne spremenjene signalne poti, npr. signalna pot EGFR, ki je ena izmed najbolj 
pogostih aktiviranih signalnih poti (EGFR (angl. epidermal growth factor receptor) je receptor 
za epidermalni rastni dejavnik EGF). Pri 60 % tumorjev pride namreč do amplifikacije in/ali 
mutacije gena EGFR (15). Pri 68 % primerov EGFR z mutacijo pride do delecije N-terminalne 
ligand-vezavne regije med 6. in 273. aminokislino (t. i. varianta EGFRvlll), kar vodi v 
konstitutivno oz. od liganda neodvisno aktivnost receptorja. Ta preko signalne poti 




Dock180 v večjo proliferacijo, preživetje, rast in invazijo tumorja (16, 17). Druge okvarjene 
signalne poti v GBM so signalne poti transformirajoči rastni faktor ß (TGF-ß; ang. transforming 
growth factor ß), Ras in proteinaza K (PKC), druge tirozin-kinazne poti kot npr. VEGFR, receptor 
za trombocitni rastni faktor (PDGFR; angl. platelet-derived growth factor receptor), receptor 
za hepatocitni rastni faktor (HGFR; angl. hepatocyte growth factor receptor)/c-MET, receptor 
za fibroblastni rastni faktor (FGFR; angl. fibroblast growth factor receptor) in receptor za 
inzulinu podoben rastni faktor 1 (IGF-1R; angl. insulin-like growth factor 1 receptor) ter tumor-
supresorski signalni poti p53 in Rb (18).  
 
1.1.1 Heterogenost glioblastoma 
 
1.1.1.1 Inter- in intratumorska heterogenost GBM 
 
Eden izmed glavnih vzrokov, ki prispeva k neuspešnosti terapij sta izjemni tako inter- kot tudi 
intra-heterogenost GBM. Znanstveniki se zato že dolgo trudijo GBM razvrstiti v različne 
podtipe, saj klasična histološka analiza tumorskega tkiva ne opisuje dobro same narave 
tumorja in ne more napovedati izida bolezni (19).  Znanstvena literatura opisuje razdelitve na 
posamezne podtipe na osnovi različnih tipov informacij kot so npr. vrsta somatskih mutacij in 
spremembe v številu kopij, izražanje genov, metilacijski profil ali profil izražanja miRNA (19). 
Verhaak s sodelavci je leta 2010 na osnovi genske ekspresije GBM razdelil na štiri podtipe: 
klasični, mezenhimski, pronevralni in nevralni (20). Pronevralni tip je predvsem značilen za 
mlajše bolnike in ustreza profilu sekundarnega glioblastoma. Klasični podtip ustreza profilu 
večine tumorjev glioblastoma, za katerega so značilne genske nepravilnosti kot so 
amplifikacija gena EGFR, amplifikacija kromosoma 7 in delecija kromosoma 10. Za 
mezenhimski tip je značilno visoko izražanje genov CHI3L1 in MET ter pogoste mutacije in 
delecije v genu NF1. Za nevralni tip pa je značilen profil izražanja genov, ki je v primerjavi z 
ostalimi podtipi najbolj podoben izražanju genov v normalni možganovini. Na podoben način 
je leta 2017 Behnan s sodelavci GBM razdelil na tri podtipe, vendar na osnovi izražanja samo 
12 genov (21). Podtipi so podobno kot v prejšnjem primeru, klasični, mezenhimalni in 
pronevralni. Razlika je v nevralnem tumorju, ki po tej razdelitvi spada v klasični ali pronevralni 




podtipi niso nujno stalni, saj se pri ponovitvi tumorja le-ta lahko pojavi s spremenjenim 
podtipom (22). 
Poleg raznolikosti med posameznimi tumorji obstaja tudi precejšnja raznolikost znotraj 
samega tumorja, ki je biopsija tumorja ne more zaznati (23). Parker s sodelavci je pokazala, da 
je pri 14 % vzorcev GBM metilacija promotorja MGMT znotraj tumorja heterogena, podobni 
pa so bili tudi rezultati za nekatere ostale gene, ki sodelujejo pri popravljanju DNA, npr. APEX1, 
PARP1, MSH2 in PMS2 (23). Poleg različnega izražanja genov v posameznih celicah tumorja, 
tumor sestavlja tudi zelo heterogena vrsta celic, med drugim tudi t. i. glioblastomske matične 
celice.  
 
1.1.1.2 Glioblastomske matične celice 
 
Znanstveniki nastanek in širjenje tumorja opisujejo z dvema različnima modeloma (Slika 1). 
Prvi, t. i. stohastični model, predpostavlja, da imajo vse tumorske celice enak tumorigeni 
potencial, a se zaradi stohastičnih vplivov obnašajo drugače. Drugi model, t. i. hierarhični 
model, pa predpostavlja, da so na vrhu hierarhije celic t. i. rakave matične celice in te imajo 
sposobnost obnavljanja in tvorjenja tumorja (24). Izvor rakavih matičnih celic (še) ni poznan. 
Možno je, da zdrave matične ali progenitorske celice pridobijo določene mutacije, ki 
spodbujajo nastanek raka. Nasprotna hipoteza predpostavlja, da lahko diferencirane celice 
pridobijo lastnosti matičnih celic (24). Četrta hipoteza pa opisuje nastanek rakave matične 






Slika 1: Stohastični model tumorja in model rakavih matičnih celic. Slika prikazuje model tumorske rasti. (a) Stohastični 
model predpostavlja, da so vse celice biološko ekvivalentne in imajo enak tumorigeni potencial. Razlike med celicami so 
predvsem posledica intrinzičnih in ekstrinzičnih stohastičnih vplivov. (b) Model rakavih matičnih celic oz. hierarhični model 
pa predpostavlja, da so v tumorju prisotne različne populacije celice in da imajo le rakave matične celice sposobnost tvorbe, 
vzdrževanja in tvorjenja novih tumorjev. V skladu s tem modelom imajo rakave matične celice sposobnost tvorbe novega 
tumorja in se razlikujejo na podlagi intrinzičnih lastnosti. Slika je prirejena po Koren s sodelavci (24). CSC - rakave matične 
celice (angl. cancer stem cells). 
 
 
Obstoj rakavih matičnih celic sta prvič opisala Bonnet in Dick leta 1997, ko sta pokazala, da 
ima določen tip celic akutne mieloidne levkemije sposobnost samo-obnavljanja, diferenciacije 
in lahko v ne-debelih diabetičnih miših s hudo kombinirano imunsko pomanjkljivostjo 
(NOD/SCID) tvorijo tumor (26). Danes je znano, da so rakave matične celice prisotne pri vrsti 
rakov, npr. raku dojke, prostate, želodca, jeter in tudi možganov (25). Delež rakavih matičnih 
celic je v tumorju načeloma zelo nizek in predstavlja le 0,01-2 % celotne tumorske mase (25). 
Za rakave matične celice je značilno, da se lahko delijo simetrično (nastanek dveh rakavih 
matičnih celic) ali pa nesimetrično (nastanek ene rakave matične celice in ene diferencirane 
rakave celice), kar omogoča samo-obnavljanje rakave matične celice in tvorbo novega tumorja 
(25). V rakavih matičnih celicah so izrazite signalne poti, ki so sicer prisotne v zdravih matičnih 
celicah, npr. Wnt/ß-katenin, SHH in Notch (27-29). Prav tako je značilno izražanje 
pluripotentnih transkripcijskih dejavnikov kot so Oct4, Sox2, Nanog, KLF4 in Myc (25).  
Rakave matične celice so prisotne tudi v GBM. To so t.i. glioblastomske matične celice (GMC), 
ki izražajo označevalce nevralnih matičnih in progenitorskih celic, npr. Sox2, Nanog, Oligo2, 
Myc, Musashi, BMI1, Nestin in ID1 (30). Za karakterizacijo GMC se pogosto uporablja CD133 




popolnoma jasna, je pa znano, da sodeluje pri več signalnih poteh, npr. PI3K/Akt, in vpliva na 
preživetje in rast tumorja (32). Kljub široki uporabi CD133 kot označevalca GMC, pa zaradi 
nizke senzitivnosti ni primeren univerzalen označevalec, saj v tumorju GBM obstajajo tudi 
druge matične celice, ki niso CD133+ (22, 33). Za GMC je značilna velika genetska nestabilnost, 
ki spodbuja popravljanje DNA in preživetje celic. Pogosto so prisotne mutacije genov za 
kontrolne točke celične delitve, kot npr. p53, TERT in ATRX, hkrati pa je povišano izražanje 
proteinov za popravljanje DNA (22). Pri GMC pride tudi do izgube represivnih »histonskih 
značk« (angl. histone marks), kar vodi v izražanje transkripcijskih dejavnikov kot npr. ASCL1, ki 
aktivira Wnt signalno pot (22, 34).  
GMC tesno sodelujejo s tumorskim mikro-okoljem (Slika 2), ki spodbuja njihovo delovanje, in 
so prisotne predvsem v treh različnih nišah tumorja. Prva, perivaskularna niša, je prostor, v 
katerem pride do sprožitve signalnih poti, ki so značilne za GMC, kot sta NOTCH in TGF-ß (22). 
V tem okolju GMC izločajo VEGF, ki spodbudi proliferacijo in migracijo endotelijskih celic ter 
modulira permeabilnost žil (22). Zaradi okvarjene krvno-možganske pregrade tumorski 
kemokini privlačijo imunske celice, ki v tumorju delujejo imuno-supresivno (35). Hipoksično in 
nekrotično okolje predvsem spodbuja »mirovanje« (angl. quinescence) celic (22). Faktorji HIF, 
ki se izražajo v hipoksičnem okolju, spodbudijo angiogenezo, invazijo in aktivacijo signalnih 
poti, značilnih za matične celice, npr. KLF4, SOX2 in OCT4, ter večjo adaptacijo na pomanjkanje 
hranil (22, 35). Tretja niša, ki spodbuja delovanje GMC pa je invazivna niša, ki je na robu 






Slika 2: Glioblastomske matične celice (GMC) v različnih tumorskih nišah. GMC se nahajajo v tumorskem okolju 
in vzdržujejo heterogenost preko celičnih interakcij in lastnosti niš. Te niše niso stabilne in neodvisne, temveč 
dinamično usmerjajo celično adaptacijo in odpornost ter med seboj komunicirajo in interkonvertirajo, ko tumor 
raste in se prilagaja. Slika je prirejena po Prager s sodelavci (22). 
 
 
1.1.2 Označevalci glioblastoma 
 
Kljub napredku pri vpeljavi novih označevalcev v diagnostiko, obstaja še vedno velika potreba 
po novih biooznačevalcih, s pomočjo katerih bi lahko diagnosticirali bolezen, napovedali potek 
bolezni in/ali bi na njihovi podlagi osnovali novo terapevtsko sredstvo. V kliniki se uporablja le 
nekaj molekularnih označevalcev GBM, npr. izguba kromosomov 1p in 19q, mutacija in/ali 
izražanje p53, metilacija MGMT in status mutacij IDH (36). Zaradi omejitev klasične diagnostike 
se trenutno raziskujejo označevalci, ki bi bile lažje dostopni, npr. cirkulirajoče tumorske celice, 




metilacijski status določenih tumorsupresorskih genov, kot npr. MGMT, RASSF1A na ctDNA 
prisotni v serumu bolnikov z GBM, in mutacije genov EGFR, PTEN NF2, AKT1, NRAS, KRAS na 
ctDNA prisotni v cerebrospinalni tekočini (37). Potencialni označevalci GBM so tudi proste 
serumske miRNA, kot. npr. miR-21-5p, miR-128, miR-342-3p, miR-20a-5p, miR-106a-5p in miR-
181b-5p, ter lncRNA, kot npr. HOTAIR (36). Poleg RNA in DNA se preiskuje tudi prisotnost oz. 
nivo določenih proteinov kot potencialnih označevalcev GBM, še posebno GFAP (37).  
V naših predhodnih raziskavah je bilo identificiranih osem možnih označevalcev GBM, ki so 
skupaj z njihovo vlogo prikazani v spodnji preglednici (Preglednica 1). Vsi antigeni so že bili 
opisani v povezavi z GBM, a v večini primerov njihov terapevtski potencial ni poznan. V okviru 
doktorske naloge smo poskušali ovrednotit vpliv nanoteles, ki ciljajo omenjene antigene 
(Preglednica 1). 
Preglednica 1: Fiziološka vloga antigenov in njihova povezava z GBM. 
Antigen Vloga v celici Povezava z GBM 
TRIM28 
TRIM28 je E3 ubikvitin ligaza 
(38). 
TRIM28 sodeluje pri 
popravljanju DNA in stabilizaciji 
ustavitve polimeraze ll (39). 
 
Povečano izražanje TRIM28 je povezano s slabšim 
preživetjem bolnikov z GBM. Predlagan je kot 
prognostični označevalec preživetja. Utišanje gena 
TRIM28 v modelu miši je povzročilo zmanjšano rast 
tumorja (40).  




TUFM je mitohondrijski 
elongacijski faktor (42). 
Spodbuja avtofagijo med 
virusnimi okužbami (42). 
Izražanje TUFM v GBM je povišano (43). 
Nucleolin 
Nukleolin uravnava 
transkripcijo, kjer sodelujeta 
polimeraza l in polimeraza ll 
(44). 
Sodeluje pri modeliranju 
kromatina in ima vlogo kot 
šaperon histonov (44) 
Nukleolin je v GBM povišano izražen (45).  
Ciljanje nukleolina pri mišjem modelu glioblastoma je 
zmanjšalo rast tumorja in podaljšalo preživetje miši 
(46).  
Utišanje gena NCL v glioblastomskih celičnih linijah je 
povezano z zmanjšano celično proliferacijo (47). 
Vimentin 
Vimentin spada med tip III 
intermediarnih filamentov in 





sodeluje pri zgodnjih fazah 
razvoja možganov (48, 49). 
DPYSL2 
DPYSL2 sodeluje pri organizaciji 
mikrotubulov (51). 
Poveča rast aksonov (52). 
Izražanje DPYSL2 in povečano izražanje fosforilirane 
oblike v jedru sta povezana s  proliferacijo celic GBM 
in slabšim preživetjem (53). 
CRMP1 
CRMP1 sodeluje pri razvoju 
živčnega sistema (54). 
CRMP1 vpliva na dinamiko 
aktina in mikrotubulov (55) 
Izražanje CRMP1 je znižano v EGFRvIII GBM. Utišanje 
CRMP1 v EGFRvIII GBM je povezano z agresivnejšim 
fenotipom bolezni (56). 
NAP1L1 
NAP1L1 sodeluje pri 
sestavljanju nukleosomov in 
deluje kot šaperon histonov 
med zgodnjim embrionalnim 
razvojem možganov (57). 
 Izražanje NAP1L1 je v GBM povišano (58). 
ALYREF 
ALYREF sodeluje pri eksportu 
mRNA v citoplazmo in je del 
kompleksa “exon junction 
complex“ (59). 
Izražanje ALYREF v GBM je povišano (60, 61). 
Povišano izražanje ALYREF je povezano s slabšim 
preživetjem (60). 
Utišanje gena ALYREF z siRNA v GBM celični liniji U251 





1.2.1 Lastnosti nanoteles 
 
Nanotelesa so antigen-prepoznavni del težkoverižnih protiteles, ki jih proizvajajo le nekatere 
živali, npr. kamele in lame (62, 63). Dolga so približno 120 aminokislin, imajo molekulsko maso 
12-15 kDa in merijo 4 x 2,5 nm (63). Težkoverižna protitelesa, ki jih proizvaja družina 
Camelidae, so sestavljena iz antigen-prepoznavne enote (VHH oz. nanotelo), »hinge region« 
in dveh konstantnih enot, CH2 in CH3 (Slika 3), nimajo pa konstantne enote CH1, preko katere 
je pri klasičnih protitelesih težka veriga povezana z lahko verigo. Ta se namreč pri procesiranju 
mRNA izreže (62). Težkoverižna protitelesa pri kamelah predstavljajo več kot 50 %, medtem 






Slika 3: Shematski prikaz konvencionalnega IgG protitelesa in težkoverižnega protitelesa. Shema prikazuje 
konvencionalno protitelo, veliko 150 kDa, in težkoverižno protitelo (HcAB), veliko 90 kDa. Težkoverižna 
protitelesa proizvajajo živali, ki spadajo v družino Camelidae. Njihova variabilna domena se imenuje nanotelo 
(Nb), ki je VH enota HcAB (VHH) ali enojna domena protitelesa (angl. single domain antibody, sdAb). Slika je 
prirejena po Heukers s sodelavci (65). 
 
Nanotelesa so zgrajena iz treh zank, ki vsebujejo regije, ki določajo kompelentarnost (CDR; 
angl. complementarity-determining region), in dveh ß-ploskev, ki sta običajno povezani z 
disulfidno vezjo (64). Zanke nanoteles se razlikujejo od zank klasičnih protiteles. Povprečna 
CDR3 zanka VH pri ljudeh je dolga 14 aminokislin, medtem ko je pri nanotelesih dolga 
povprečno 18 aminokislin (66). Zaradi dolge CDR3 zanke je oblika nanotelesa konveksna, kar 
omoči vezavo na konkavne epitope, ki so sicer klasičnim protitelesom nedostopni (64). Poleg 
dolge CDR3 regije je druga pomembna strukturna razlika v primerjavi s klasičnim protitelesom 
zamenjava določenih hidrofobnih aminokislin s hidrofilnimi, kar omogoča topnost VHH v vodi 
(62). Zaradi svojih lastnosti so nanotelesa uporabna tudi kot stabilizatorji »dinamično 
živahnih« tarčnih proteinov in s tem omogočajo njihovo kristalizacijo, ki sicer ne bi bila možna 
(67). Nanotelesa so izjemno stabilna pri ekstremnih razmerah in imajo visoko afiniteto do 
antigena (68, 69). Za razliko od klasičnih protiteles, lahko nanotelesa proizvajamo v bakteriji 
Eschericha coli (v izkoristkih tudi do 6 mg/L gojišča), kar občutno zmanjša stroške proizvodnje 
(69). V večjih količinah jih lahko proizvedemo tudi v kvasovki Saccharomyces cerevisiae, a 
lahko v tem primeru pride do N-glikozilacije s kvasno-specifičnimi oligosaharidi, ki sicer 






1.2.2 Uporaba nanoteles za zdravljenje raka 
 
Eden izmed prebojev pri zdravljenju različnih bolezni, vključno z rakom, je bil razvoj  klasičnih 
protiteles. Prvo terapevtsko protitelo je bilo odobreno že leta 1986, za zdravljenje raka pa že 
leta 1995 (62). Nanotelesa prav tako spadajo v skupino bioloških zdravil in imajo poleg že 
zgoraj omenjenih strukturnih in fizikalnih prednosti tudi prednosti, ki so neposredno povezane 
z njihovo uporabo. Zaradi svoje majhnosti v primerjavi s klasičnimi protitelesi hitreje prehajajo 
v tumor in v njem dosežejo bolj uniformno porazdelitev (71, 72), zato so tudi zelo uporabna 
pri slikovnih tehnologijah. Za razliko od klasičnih protiteles jih lahko moduliramo, npr. s 
povezovanjem več nanoteles, da dosežemo večji učinek, in/ali ciljamo več antigenov hkrati 
(73) (Slika 4). Nanotelesa so tudi visoko homologna enoti VH klasičnih protiteles in zato 
večinoma ne inducirajo imunskega odgovora (64). V nekaterih kliničnih poskusih z nanotelesi 
so bolniki sicer razvili imunski odgovor, zato so še vedno pred vsako uporabo potrebne 
dodatne študije, ki bi razjasnile, v kolikšni meri so specifična nanotelesa dejansko imunogena 
za človeško telo (74). Imunskemu odgovoru se lahko sicer izognemo z nanotelesi, ki so dodatno 
humanizirana, a bi lahko tovrsten inženiring vodil v njihovo spremenjeno funkcionalnost in 






Slika 4: Prikaz različnih formatov nanoteles in njihova uporaba v dostavnih sistemih. (a) Shematski prikaz protiteles in vseh 
možnih monovalentnih in multivalentnih formatov nanoteles in njihova uporaba pri ciljanju kot del toksinov, citokinov, 
radionuklidov, barvil bližnjega IR (angl. near infra-red; NIR) in fotosenzitizerjev. (b) Shematski prikaz nanoteles, inkorporiranih 
v dostavne sisteme za tarčno dostavo zdravil. Slika je prirejena po Steeland s sodelavci (73).  
 
Poleg vseh omenjenih prednosti, pa imajo nanotelesa tudi nekatere pomembne omejitve. 
Največja od teh je njihova velikost, ki je manjša od meje filtriranja ledvic (50-60 kDa), in se zato 
zelo hitro izločijo iz telesa (64). Razpolovni čas nanoteles  je namreč le 2 uri, kar je lahko 




podaljšamo z vezavo na albumin ali s PEG-ilacijo (63). Albumin se v zgodnjih endosomih tarčnih 
celic namreč veže na neonatalni receptor Fc, se s tem izogne razgradnji in izloči v okolje celice 
(75). Druga možnost podaljšanja razpolovnega časa je vezava določenega nanotelesa na 
nanotelo, ki se veže na albumin ali neonatalni FcR (74). Poleg kratkega razpolovnega časa je 
slabost nanoteles tudi odsotnost regije Fc, ki pa jo lahko dodamo naknadno, a je v tem primeru 
zaradi glikozilirane CH-enote proteinski konstrukt potrebno proizvesti v evkariontski celici 
(70). 
Nanotelesa kot terapevtiki lahko delujejo kot antagonisti ali kot alosterični inhibitorji ali pa se 
vežejo neposredno na ligand (76). Leta 2019 je bilo s strani FDA odobreno prvo nanotelo za 
zdravljenje bolezni, caplacizumab, in sicer za zdravljenje pridobljene trombotične 
trombocitopenične purpure. Hkrati je to tudi prvo zdravilo za zdravljenje omenjene bolezni in 
deluje z vezavo na von Willenbrandov faktor, ki je eden izmed ključnih dejavnikov strjevanja 
krvi (77). Trenutno na področju nanoteles poteka kar nekaj kliničnih študij in nekaj od teh je 
prikazanih v spodnji preglednici (Preglednica 2). V klinično fazo pa niso prešla le klasična 
nanotelesa, temveč tudi njihova nadgradnja v obliki sodobnega pristopa zdravljenja kot je 
CAR-T z nanotelesi. Poleg raka, hematoloških bolezni in avtoimunskih bolezni, so v kliničnih 















Preglednica 2: Nanotelesa v kliničnih fazah. 
Zdravilo Tarča Bolezen Status Sponzor 
Št. klinične 
študije 
Ozoralizumab TNFα revmatoidni 
artritis 














Faza 2 Ablynx NCT02518620 
Vobaralizumab IL6R sistemski lupus 
erythematosus 
Faza 2 Ablynx NCT02437890 





JNJ-682845281 BCMA multipli mielom Faza 2 Janssen Research & 
Development, LLC 
NCT04133636 
BI 836880 ANG2 in VEGF 
trdni tumorji v 
napredovanju 
 
Faza 1 Boehringer Ingelheim NCT03972150 
BI 754091 PD-1 
trdni tumorji v 
napredovanju 
 
Faza 1 Boehringer Ingelheim NCT02952248 




CD19, CD20 refkraktorni B-
celični limfom 
Faza 1 Henan Cancer Hospital NCT03881761 
Podatki so bili pridobljeni oktobra 2020 s spletne strani https://clinicaltrials.gov/.  TNFα – faktor tumorske nekroze α, 
BCMA – antigen za zorenje limfocitov B (angl. B-cell maturation antigen), ANG-2 – angiopoietin-2, VEGF – 
vaskularni endotelijski rastni faktor. 
1CAR-T celice, ki poleg ostalih domen vsebujejo 2 enoti VHH. 
 
1.2.3 Uporaba nanoteles za zdravljenje GBM 
 
Pri zdravljenju GBM bi pri intravenoznem injiciranju nanotelesa morala prečkati krvno-
možgansko pregrado (78). Trenutno je poznanih nekaj mehanizmov, preko katerih lahko 
nanotelesa s transcitozo prečkajo krvno-možgansko pregrado, npr. s povezavo s funkcionalno 
enoto, ki se veže na α(2,3)-sialoglikoproteinski receptor, LDL receptor LRP ali človeški inzulinski 
receptor (79-81). Nekatere ostale možnosti so povezava z Angiopep-2, ki se veže na receptor 
LRP, povezava s transferinom, ki se veže na transferinski receptor, ali pa povezava z 
albuminom in transcitoza preko FcRn pobega (82).  
Nekatera nanotelesa pa lahko tudi spontano prehajajo skozi krvno-možgansko pregrado in se 




GFAP skozi krvno-možgansko pregrado (83). Ugotovili so, da lahko krvno-možgansko pregrado 
prečkajo le bazična nanotelesa. Kationsko nanotelo namreč tvori močno interakcijo s fosfatom 
membrane, kar naj bi vodilo k tvorbi začasne pore, preko katere nanotelo vstopi v celico. 
Tvorjenje pore potrjuje tudi dejstvo, da je krvno-možgansko pregrado prečkal večji delež 
monomerneih nanoteles (7,8 %) v primerjavi z dimernimi (4,3 %) ali nanotelesi, povezanih z 
GFP (3,75 %) (83). Tudi Zhou s sodelavci je dokazal prehod nanotelesa preko krvno-možganske 
pregrade (84). Razvili so anti-HER2 nanotelo za uporabo pri slikovnih tehnologijah, in sicer za 
detekcijo podkožnega ksenografta ter znotrajlobanjskega modela metastaze raka dojke v miši. 
Nanotelo je po intravenozvnem injiciranju uspešno doseglo model tumorja v možganih (84).   
Trenutno obstajata le dve in vivo raziskavi glede uporabe nanoteles za zdravljenje GBM. Vosjan 
s sodelavci (85) je razvil nanotelo proti hepatocitnemu rastnemu dejavniku in ga povezal z 
nanotelesom proti albuminu. V miši z U87MG ksenograftom so intraperitonealno injicirali 
nanotelo v količinah 10-100 μg. Rezultati so pokazali, da so na koncu tretmaja preživele le tiste 
miši, ki so dobile srednjo in najvišjo dozo nanotelesa. Na koncu študije so ozdravele 4 od 6 miši 
pri enem od testiranih nanoteles in 3 od 6 miši pri drugem testiranem nanotelesu. Zanimivo 
pri tej študiji je, da nanotelo in vitro ni popolnoma inhibiralo tarče in ni popolnoma zmanjšalo 
preživetja rakavih celic, je pa doseglo zelo dobre rezultate in vivo in v določenih primerih celo 
popolno ozdravitev miši (85).  
Van der Water (86) s sodelavci pa je razvil terapevtsko sredstvo na osnovi nanoteles v obliki 
genskega konstrukta. V nevralne matične celice so vstavili genski konstrukt z zapisom za 
bivalentno in bispecifično nanotelo proti EGFR in celice vstavili neposredno v model GBM v 
miših. Nevralne celice so uspešno izločale nanotelesa, ki so zmanjšala proliferacijo in migracijo 
celic. Testirali so tudi genski konstrukt z zapisom za konjugat nanotelo-TRAIL, ki je bil 









1.3 Zunajcelični vezikli in eksosomi  
 
Zunajcelični vezikli (ZV) so bili sprva opisani kot način izločanja celičnega odpada, npr. pri 
izločanju receptorja za transferin med eritropoezo, danes so pa znani kot eden izmed najbolj 
pomembnih načinov medcelične komunikacije (87, 88).  
Izločanje ZV je med organizmi zelo ohranjeno, saj jih izločajo tako prokarionti kot tudi celice 
vseh evkariontov (89). Sestavljeni so iz lipidnega dvosloja, ki je podoben celični membran in ki 
obdaja citosol,  in jih delimo na eksosome, mikrovezikle, apoptotska telesa in onkosome, ki se 
med seboj razlikujejo po velikosti in načinu nastanka (90, 91) (Slika 5). Eksosomi so najmanjši 
zunajcelični vezikli in merijo 50-150 nm. Nastanejo kot intraluminalni vezikli (ILV) znotraj 
multivezikularnih teles (MVE). Multivezikularna telesa se nato zlijejo s celično membrano iz 
katerih se eksosomi izločijo v okolje celice (87). Za razliko od eksosomov so mikrovezikli večji 
(50-500 nm, lahko do 1  μm) in nastajajo z uvihanjem celične membrane (87). Apoptotska 
telesa nastajajo pri apoptozi celic in merijo 50 nm – 2 μm, onkosomi pa nastajajo v malignih 
celicah in merijo 1-10 μm (90). Izločanje eksosomov v okolje je pri normalnih razmerah 
konstitutivno, pri patoloških stanjih (npr. vnetje) in boleznih (npr. rak) pa spremenjeno (92). 
 
Slika 5: Vrste zunajceličnih veziklov in načini vstopa v celice. Celice proizvajajo različne tipe zunajceličnih veziklov 
(ZV), ki se razlikujejo po velikosti. (a) Eksosome in mikrovezikle proizvajajo normalne in bolne celice. Apoptoza 
sproži izločanje apoptotskih teles. Nekatere rakave celice izločajo večje ZV, imenovane onkosomi. (b) ZV v celice 
vstopajo na različne načine: z endocitozo, fuzijo z membrano ali fagocitozo. Prenašajo nukleinske kisline, proteine 
in lipide, ki so lahko funkcionalni na tarčni celici. Interakcija liposomski ligand - receptor na celični površini, ki se 
sicer lahko odraža v biološkem učinku, lahko pomaga pri targetiranju veziklov k specifičnim celičnim tipom. Slika 




1.3.1 Sestava eksosomov 
 
Sestava eksosomov je izjemno raznolika, saj vsebujejo proteine, RNA in DNA. Nekateri proteini 
v eksosomih so univerzalni in se nahajajo v eksosomih skoraj vseh celic, npr. proteini iz 
endosomov, celične membrane in citosola, medtem ko so proteini iz drugih organelov, npr. 
mitohondrijev in jeder, redki (89). V eksosomih so pogosto prisotni proteini MHC II, 
tetraspanini, proteini ESCRT, Alix, TSG101 in HSC (90). Eksosomalni proteini lahko imajo v 
tarčni celici funkcionalno vlogo, npr. eksosomi iz rakavih celic sprožijo specifično signalizacijo 
v tarčni celici (90).  
RNA v eksosomih je večinoma krajša od 200 nt. tRNA in miRNA, ki sta krajši RNA, sestavljata 
približno 15 % celotne eksosomalne RNA. Nekatere RNA so prisotne v vseh eksosomih, 
medtem ko so druge v specifičnih populacijah obogatene. Mehanizmi, ki sodelujejo pri 
selektivnem pakiranju RNA v eksosome, niso poznani v celoti. Znano je, da določeni sekvenčni 
motivi v 3' UTR regiji, določeni ribonukleoproteini, ki prepoznajo miRNA, in 3'uridilirana 
miRNA omogočajo specifično pakiranje RNA v eksosome (90). Poleg proteinov in RNA, se v 
eksosome pakira tudi DNA, ki je običajno dolga med 100 bp in 2,5 kB, in lahko odraža DNA 
»starševske« celice, npr. nosi mutacijo, enako kot v DNA v jedru starševske celice (90). 
Za membrano eksosomov je značilna obogatitev s fosfatidilserinom, holesterolom, 
sfingomielinom, gangliozidi in di-nasičenimi lipidi (89, 90). Prisotnost fosfatidilserina spodbudi 
internalizacijo eksosomov v tarčno celico (90). Zaradi visoke vsebnosti sfingomielina, di-
nasičenih lipidov in holesterola, je membrana zelo rigidna, kar preprečuje razgradnjo vsebine 
eksosomov ter poveča stabilnost samih eksosomov (90). Sestava eksosomov je na kratko 





Slika 6: Splošna sestava zunajceličnih veziklov. Shematski prikaz sestave (družine proteinov, lipidi in nukleinske 
kislin) in orientacija membrane zunajceličnih veziklov. Primeri tetraspaninov, ki so pogosti v zunajceličnih veziklih 
so CD63, CD81 in CD9.Omeniti je potrebno, da je vsaka komponenta lahko prisotna le v nekaterih podtipih 
zunajceličnih veziklov in ne v drugih. Npr. histoni, proteasomi in komponente ribosomov se pogosto prej kot v 
eksosomih izločajo v veziklih, ki izvirajo iz celične membrane, in/ali apoptotskih teles. ARF – ADP ribozilacijski 
faktor; ESCRT – endosomalni sortirni kompleks, potreben za transport, LAMP – membranski protein, asociiran z 
lizosomom; MHC – poglavitni histokompatibilnostni kompleks; MFGE8 - angl. milk fat globule–epidermal growth 
factor-factor VIII; RAB – protein v možganih, asociiran z Ras; TfR – receptor za transferin. Slika je prirejena po 




1.3.2 Tvorba eksosomov in načini internalizacije v tarčne celice 
 
Eksosomi sprva nastanejo kot ILV z uvihanjem membrane endosomov med zorenjem v MVE. 
V prvem koraku se vsebina eksosomov sortira na limitirajoči membrani MVE na dva različna 
načina: od ESCRT (endosomalni sortirni kompleks, potreben za transport; angl. endosomal 
sorting complexes required for transport) odvisni ali od ESCRT-neodvisen način (87). Pri od 
ESCRT odvisnem načinu nastanka ILV, ESCRT-0 in ESCRT-I najprej zbereta ubikvitiniran 
transmembranski tovor na membrani MVE. ESCRT-II in ESCRT-III nato sprožita uvihanje in 




sfingomielin pretvori v ceramid. Ceramid in nekateri tetraspanini (npr. CD81), ki imajo 
stožčasto obliko, omogočajo uvihanje membrane navznoter. Obema potema je skupno 
delovanje ESCRT-III, ki odcepi ILV v lumen MVE. Poleg obeh mehanizmov obstajajo še drugi 
mehanizmi pakiranja v ILV, npr. sortiranje skupaj s šaperonskim proteinom HSP70 oz. HSC70 
(87).  
MVE, ki vsebujejo potencialne eksosome, se lahko usmerijo k lizosomom, kar vodi v razgradnjo 
eksosomov, ali pa k celični membrani in sprostitvi eksosomov v okolje. Mehanizmi, ki usmerijo 
MVE k lizosomom ali membrani, (še) niso poznani v celoti. Znano je, da ISG-ilacija (protein ISG 
je znotrajcelični modifikator proteinov) MVE usmerja v razgradnjo. Usmerjanje proti 
membrani naj bi bilo odvisno od interakcije z aktinom in mikrotubuli ter delovanjem Rab 
GTPaz (93). Če se MVE usmerijo proti membrani, je za njihovo fuzijo z membrano in sprostitvijo 
eksosomov v zunajcelično okolje potrebno delovanje več različnih proteinov, med drugim 
SNARE, RAB, ostalih GTPaz in privezovalnih dejavnikov (angl. tethering factors) (93).  
Ko se eksosomi sprostijo v okolje in dosežejo tarčno celico, lahko preko integrina/ICAM ali 
proteoglikanov/lektinov ostanejo vezani na membrano tarčne celice in sprožijo ustrezno 
signalizacijo. Druga možnost pa je internalizacija npr. z makropinocitozo, fagocitozo, 
endocitozo preko kaveol, endocitozo preko klatrina ali endocitozo preko lipidnih raftov. Vsi 
mehanizmi internalizacije vodijo v nastanek endosoma, ki se pretvori v MVE. Iz MVE lahko 
eksosomi sprostijo tovor v citoplazmo ali pa se MVE zlije z lizosomom in se celoten tovor 
razgradi. Tretja možnost vstopa eksosomov v celico pa je neposredna fuzija z membrano in 
izločanje tovora v citoplazmo celice (87). Medtem ko je makropinocitoza nespecifičen vnos 
eksosomov v celice, vezava preko integrina, lekitnov/proteoglikanov nakazuje na bolj 
specifično interakcijo s celico (94). Trenutno ni natančno poznano, v kolikšni meri je interakcija 
eksosomov s tarčno celico celično-specifična, saj znanstvena literatura opisuje oba primera, 








1.3.3 Eksosomi kot možni dostavljalci oz. nosilci dostavnega sistema 
 
Eden izmed pomembnih in glavnih načinov, kako povečati učinkovitost zdravil, je uporaba 
dostavnih sistemov. Aplikacija klasičnih dostavnih sistemov v kliniki ima dve glavni omejitvi: 
citotoksičnost materialov in hitra odstranitev preko retikuloendotelijskega sistema ali preko 
mononuklearnega fagocitnega sistema (95). Prednost eksosomov kot dostavljalci v primerjavi 
s klasičnimi dostavnimi sistemi je predvsem hitrejše prehajanje v globoka tkiva (95). Vnos v 
celice je večji pri eksosomih v primerjavi z liposomi z enako lipidno sestavo, kar je verjetno 
posledica prisotnosti določenih ligandov na membrani eksosomov, npr. tetraspaninov, 
heparin sulfatnih proteoglikanov ali določenih receptorjev, npr. SR-B1 (96, 97). Eksosomi tudi 
kar 10x hitreje prehajajo v tarčne celice v primerjavi z enako velikimi liposomi, najverjetneje 
zaradi optimizirane endocitoze in/ali interakcije s specifičnimi receptorji (98). Eksosomi naj bi 
pasivno ciljanje tumorja dosegli preko učinka EPR (angl. enhanced permeability and retention 
effect) (99). Učinek EPR je opisan kot preferenčno pasivno kopičenje nanodelcev v tumorju 
zaradi večje prepustnosti žil v tumorju in šibkejšega limfatičnega sistema (100). Kljub začetnem 
optimizmu uporabe dostavnih sistemu pri pasivnem ciljanju, izkoriščanje učinka EPR pri ljudeh 
ni prineslo želenih rezultatov. Človeški tumorji so namreč kompleksni in izjemno intra-
heterogeni glede fenestracije membran, pokritosti s periciti, glede bazalne membrane in 
gostote zunajceličnega matriksa (101). Teoretično imajo eksosomi zaradi endogenega izvora 
večji razpolovni čas kot liposomi, a nekatere študije kažejo, da je razpolovni čas eksosomov 
vseeno podoben liposomskemu (96). Takahashi in sodelavci so pokazali, da je razpolovni čas 
eksosomov in vivo le 2 min (102). Razpolovni čas bi lahko podaljšali npr. s PEG-ilacijo (96). 
Vsekakor pa so, za razliko od liposomov, raziskave na področju eksosomov kot dostavljalcev 
ali sestavnih delov dostavnih sistemov še precej redke in so zato potrebne dodatne študije, ki 
bi natančneje ovrednotile možno uporabo eksosomov v terapevtske namene (96).  
Vir eksosomov so lahko različni tipi celic. Prednost uporabe tumorskih eksosomov je predvsem 
specifično ciljanje tarčnih celic, slabost pa, da lahko povečajo metastatski fenotip in 
spodbudijo rast tumorja, delujejo imunosupresivno in pro-vnetno (95). Primernejši vir 
eksosomov so verjetno celice imunskega sistema. Za eksosome monocitov in makrofagov je 
namreč značilno, da se še posebno dobro izognejo imunskemu sistemu in so zato uporabni v 




Poleg izbire primernega vira eksosomov je potrebno izbrati še primerno metodo za pakiranje 
terapevtskega sredstva. V grobem lahko razdelimo način pakiranja na pakiranje pred izolacijo 
eksosomov in pakiranje neposredno v eksosome. Pakiranje pred izolacijo eksosomov 
predpostavlja, da celice inkubiramo skupaj z zdravilom, ki nato v eksosome difundira vzdolž 
koncentracijskega gradienta, uspešnost pa je predvsem odvisna od hidrofobnosti zdravila (95). 
Pakiranje neposredno v eksosome pa lahko dosežemo npr. z elektroporacijo, sonikacijo, 
inkubacijo pri sobni temperaturi, tretiranjem s saponinom, cikli zamrzovnja/odtajevanja in 
ekstruzijo (99). 
Eno izmed obsežnejših študij analize pakiranja proteinov v eksosome so izvedli Haney in 
sodelavci (104). V eksosome so za zdravljenje Parkinsonove bolezni poskušali zapakirati 
katalazo, ki je sorazmeroma velik protein (240 kDa). Testirali so štiri različne protokole za 
pakiranje katalaze v eksosome: inkubacija pri sobni temperaturi v in brez prisotnosti saponina, 
cikli odtajevanja in zamrzovanja, sonikacija in ekstruzija. Najbolj učinkovito je bilo pakiranje s 
sonikacijo, pa tudi ekstruzija in inkubacija pri sobni temperaturi v prisotnosti saponina. Ko so 
analizirali morfologijo eksosomov pri posameznih načinih pakiranja, so ugotovili, da je pri 
zamrzovanju/odtajevanju prišlo do agregacije eksosomov, po soniciranju pa eksosomi niso 
imeli sferične oblike in so bili različnih oblik. Pokazali so, da v nevronske celice in vitro najbolj 
učinkovito vstopajo eksosomi po sonikaciji v primerjavi z ostalimi načini pakiranja. 
Predpostavljajo, da sonikacija poveča izpostavljenost hidrofobnih delov membrane ali pa 
proteinov, ki ojačajo interakcije s tarčno celico. Eksosome so v miši z modelom Parkinsosnove 
bolezni injicirali intravenozno in intranazalno, in ugotovili so, da je bila količina eksosomov v 
možganih večja pri intranazalnem injiciranju v primerjavi z intravenoznim. Eksosomi, ki so 
dosegli možgane, so tudi uspešno zmanjšali vnetje v možganih in povečali nevronsko 
preživetje.  
Tretji izziv pri uporabi eksosomov pri intravenoznem zdravljenju GBM z dostavnim sistemom 
pa je prečkanje krvno-možganske pregrade. Do sedaj je bilo raziskanih nekaj mehanizmov, ki 
bi omogočili eksosomom prehajanje skozi krvno-možgansko pregrado, npr. vezava 
glikoproteina virusa stekline (RVG) na membrano eksosomov, intranazalna aplikacija in 





1.3.4 Eksosomi kot biooznačevalci GBM 
 
Eksosomi so poleg tega, da so obetavni dostavljalci ali deli dostavnih sistemov zdravil, tudi 
dober potencialen vir biooznačevalcev. Prisotni so v skoraj vseh človeških tekočinah, npr. v 
krvi, urinu, cerebrospinalni tekočini in slini, ter vsebujejo raznolik spekter vsebine (DNA, RNA 
in proteine), ki je z lipidnim dvoslojem zavarovana pred zunanjimi vplivi (105). Eksosomi imajo 
značilnosti starševskih celic in so zato bolj reprezentativni biooznačevalci kot npr. 
prostocelična DNA, odražajo pa lahko hkrati tudi lastnosti tarčnih celic, kar bi omogočilo 
identifikacijo metastaz. V določenih primerih se je diagnoza na podlagi antigenov iz eksosomov 
izkazala bolj točna kot s klasičnimi serumskimi biooznačevalci (105). Da imajo eksosomi velik 
potencial botruje tudi dejstvo, da smo na spletni strani ClinicalTrials.com oktobra 2020 pod 
iskalnimi besedami »cancer« in »exosomes« našli 94 zadetkov. Nekaj od teh je prikazanih v 
spodnji preglednici (Preglednica 3). 
Preglednica 3: Eksosomi kot vir bioonačevalcev v kliničnih študijah. 
Namen eksosomov Sponzor Št. klinične študije 
Zgodnja diagnoza raka pljuč. Korea University Guro Hospital NCT04529915 
Zgodnja postavitev prognoze pri bolnikih s 
kolorektalnim rakom. 
 
Centre Hospitalier Universitaire 
Dijon 
NCT04523389 
Možni diagnostični in prognostični biomarkerji pri 
napredovanem raku želodca. 
 
Hospital Miguel Servet NCT01779583 
Diagnoza raka mehurja pri bolnikih s hematurijo. 
 
miR Scientific LLC NCT04155359 
Analiza nekodirjajoče RNA pri bolnicah z visoko 
stopnjo seroznega raka jajčnikov. 
Lei Li NCT03738319 
 
Eksosomi so v tumorju GBM pomemben komunikacijski posredovalec med različnimi celicami,  
med glioblastomskimi matičnimi celicami, diferenciranimi glioblastomskimi celicami,  
imunskim sistemom in vaskularnimi endotelijskimi celicami, in pripomorejo k vzdrževanju 
rasti, invazivnosti, preživetju tumorja in odpornosti na terapijo (106-108). Eksosomi kot vir 
biooznačevalcev GBM so bili preiskovani v kar nekaj študijah. Wang in sodelavci so analizirali 
eksosome iz bolnikov z gliomom in ugotovili, da je eksosomalni EGFR učinkovit diagnostični in 
prognostični biooznačevalec glioma, ki lahko razlikuje tudi med gliomom nižje in višje stopnje. 




(109). Poleg proteinov in mRNA so potencialni biooznačevalci GBM tudi eksosomalne miRNA 





























• Preučiti razlike v izražanju osmih izbranih antigenov na tkivnih rezinah glioblastoma ter 
ostalih podtipov glioma in možganskega tkiva z imunohistokemijo in uporabo komercialno 
dostopnih protiteles.  
 
• Ovrednotiti vpliv devetih nanoteles proti izbranim antigenom z različnimi testi (metabolni, 
migracijski in klonogeni test ter test apoptoze) na glioblastomske in referenčne celične 
linije. 
 
• Pripraviti eksosome z nanotelesi in z njimi opraviti diferenčni poskus ciljanja celic 
glioblastomske celične linije, ki v največji meri izraža lastnosti GBM, v primerjavi z 
referenčnimi celičnimi linijami. 
 
HIPOTEZE: 
• Izbrani antigeni so primerni za razločevanje med GBM in referenčno možganovino in med 
GBM ter nekaterimi podtipi glioma.  
 
• Nanotelesa, usmerjena proti izbranim antigenom, vplivajo na citotoksičnost, apoptozo, 
migracijo in tvorjenje kolonij glioblastomskih rakavih celic.  
 
• Z uporabo eksosomov lahko specifično dostavimo nanotelesa v celice glioblastomskih 







3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 Celične linije 
 
Pri poskusih smo uporabili štiri glioblastomske celične linije: U251MG (ATCC) in U87MG 
(ATCC), ki sta diferencirani glioblastomski liniji, ter NCH644 (CLS Gmbh) in NCH421k (CLS 
Gmbh), ki sta glioblastomski matični celični liniji. Pri nekaterih poskusih smo uporabili ko-
kulturo NCH celic NCH644 in NCH421k. Kot kontrolo smo uporabili človeške astrocite 
(ScienCell). Sestava gojitvenih medijev za posamezne celice je prikazan v spodnji preglednici 
(Preglednica 4): 
Preglednica 4: Prikaz sestave gojitvenih medijev za posamezne celice.   
a) Gojitveni medij za U251MG in U87MG 
Sestavina Proizvajalec Končna koncentracija 
Minimalni esencialni medij Eagle Gibco  
Fetalni goveji serum Sigma-Aldrich 10 % 
Ne-esencialne aminokisline Gibco 1 % 
Natrijev piruvat Gibco 1 % 
Antibiotik/antimikotik Gibco 1 % 
 
b) Gojitveni medij za NCH644 in NCH421k 
Sestavina Proizvajalec Končna koncentracija 
Nevrobazalni medij Gibco  
GlutaMAX Gibco 1 % 
B27 Gibco 2 % 
EGF Gibco 20 ng/mL 
bFGF Gibco 20 ng/mL 
Heparin Sigma-Aldrich 1 U/mL 
Antibiotik/antimikotik Gibco 1 % 
 
c) Gojitveni medij za astrocite 
Sestavina Proizvajalec Končna koncentracija 
Medij za astrocite ScienCell  
Rastni dodatek za astrocite ScienCell 1 % 
Fetalni goveji serum ScienCell 2 % 






Vse celične linije smo gojili v celičnem inkubatorju pri 37 °C in 5% CO2. Celice celičnih linij 
U251MG in U87MG se pritrjajo na površino, medtem ko celice NCH644 in NCH421k rastejo v 
suspenziji v obliki sferoidov. Astrociti so rastli na plošči, ki smo jo predhodno obdelali s poli-L-
lizinom s končno koncentracijo 15 μg/ml (ScienCell). Nobena od celičnih linij ni bila okužena z 
mikoplazmo, kar smo potrdili s kompletom reagentov za detekcijo mikoplazme (Minerva 
Biolabs). 
 
3.2 Proizvodnja nanoteles 
Pri poskusih smo uporabili osem oz. devet nanoteles, ki so bila ugotovljena in opredeljena pri 
predhodnih raziskavah (43, 61, 113). Nanotelesa, ki smo jih uporabili, smo proizvedli po 
protokolu Vincke s sodelavci (114). Izrazili smo jih v celicah E. coli in izolirali s periplazemsko 
ekstrakcijo. Nanotelesa smo prečistili z imobilizirano kovinsko-afinitetno kromatografijo in 
nato še z gelsko filtracijo (angl. size exclusion chromatography). Čistost posameznega 
nanotelesa smo preverili s poliakrilamidno gelsko elektroforezo.  
 
3.2.1 Gelska filtracija 
 
Gelsko filtracijo oz. velikostno-izključitveno kromatografijo smo izvedli na aparaturi HPLC 
ÄKTA Pure 25 z zbiralnikom frakcij F9-R. Suspenzijo nanoteles smo nanesli na kolono Superdex 
75 16/600, ki je bila predhodno očiščena, in elucijo izvedli pri pretoku 1mL/min in tlaku 0,35 
MPa v PBS s pH, ki je enak izolektrični točki določenega nanotelesa. Eluat smo detektirali pri 
valovni dolžini λ = 280. Nanotelesa so se eluirala pri 84-90 mL. Na koncu smo jih skoncetrirali 
do koncentracije 0,5-1 mg/mL v koncentratorjih Amicon, 10 kDa MWCO. 
 
3.2.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza 
 
Čistost nanoteles smo preverili s poliakrilamidno gelsko elektroforezo. V prvem koraku smo 
pripravili vzorce, tako da smo 10 μL raztopine nanoteles dodali 4 μL nanašalnega pufra 
(ThermoFisher) in 1,5 μL ditiotreitola (DTT). Vzorce smo segreli 5 min pri 95 °C in jih nato 




Running Buffer (ThermoFisher). Proteini so se ločevali 50 min pri 200 V. Gel smo čez noč barvali 
z 0,1% Coomassie Brilliant Blue in ga nato razbarvali eno uro z razbarjevalnim pufrom (40 % 




Namen imunocitokemije je bil preveriti stopnjo in mesto izražanja antigenov v celičnih linijah 
U251MG, U87MG, ko-kulturi NCH in astrocitih. Najprej smo nacepili celice U251MG (4 ×104) 
na krovna stekelca na plošči s 24 vdolbinicami. U87 celice (1.5 ×105), ko-kulturo NCH (1.5 ×105) 
in astrocite smo nacepili na krovna stekelca, ki so bila predhodno obdelana s poli-D-lizinom 
(Sigma Aldrich). Celice smo inkubirali čez noč. Naslednji dan smo celice trikrat sprali s PBS. 
Celice U251MG smo nato fiksirali v ledeno-hladnem metanolu 10 min pri sobni temperaturi in 
nato sprali s PBS 3x po 10 min. U87MG, ko-kulturo NCH in astrocite pa smo fiksirali v 4% 
ledeno-hladnem formaldehidu, 15 min pri sobni temperaturi, in nato sprali s PBS 3x 10 minut 
in permeabilizirali z 0,1% triton X-100/PBS 15 min. Vse celice smo zatem blokirali s 5% govejim 
serumskim albuminom (Sigma Aldrich) v PBS 1 uro pri sobni temperaturi. Zatem smo dodali 
protitelesa določene redčitve (vsa protitelesa so od Sigme Aldrich; 30:1000 mišji anti-TRIM28, 
16:1000 mišji anti-nucleolin, 2:1000 mišji anti-vimentin, 12:1000 mišji anti-TUFM, 12:1000 
mišji anti-NAP1L1, 8:1000 zajčji anti-DPYSL2, 40:1000 zajčji anti-CRMP1 in 20:1000 mišji anti-
ALYREF). Celice s protitelesi smo inkubirali čez noč pri 4 °C. Naslednji dan smo celice sprali s 
PBS 3x 10 min in inkubirali s sekundarnimi protitelesi (anti-mišji, 3:1000; anti-zajčji, 3:1000) 1 
uro pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo celice sprali s PBS 3x 10 min in inkubirali 10 min s 
300 nM 4′,6-diamidino-2-fenilindol dihidroklorid (DAPI). Celice smo ponovno sprali s PBS 3x 
10 min. Krovna stekelca s celicami smo nanesli na objektno steklo z uporabo nanašalnega 
sredstva ProlongGlass (ThermoFisher Scientific). Vzorce smo slikali z uporabo mikroskopa Axio 
Imager M2 (Zeiss) s programsko opremo ZEN. Celice U251MG, U87MG in astrocite smo slikali 
pod 40x objektivom (EC Plan-Neofluar 40×/0.75 M27), ko-kulturo NCH pa pod 63x objektivom 
z uporabo imerzijskega olja (Plan-Apochromat 63×/1.40 Oil DIC M27). Uporabljena kamera je 
bila AxioCamMR3. Slike smo analizirali s programskim orodjem za slikovno procesiranje in 






Imunohistokemijo smo izvedli v sodelovanju z Jernejem Mlakarjem, dr. med., na Inštitutu za 
patologijo Medicinske fakultete UL, Ljubljana, Slovenija. Poskus je bil etično odobren s strani 
Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko (kopija odobritve je priložena v Prilogi 1). 
Izraženost antigenov smo analizirali v referenčnem zdravem možganskem tkivu, GBM in 
gliomu nižje stopnje (Preglednica 5). Tkiva, ki smo jih uporabili pri imunohistokemiji, so bila 
fiksirana v parafinu, narezana na 4-6 μm tanke rezine in nameščena na adhezivna stekelca 
(Thermo Scientific). Vzorci so bili najprej procesirani s pufrom CC1 (cat. n° 951-124; Ventana) 
in nato inkubirani s primarnimi protitelesi ustrezne redčitve (vsa od Sigme Aldrich; mišja anti-
TRIM28, 1:150; mišja anti-nukleolin, 1:200; mišja anti-vimentin, 1:200; mišja anti-NAP1L1, 
1:50; mišja anti-TUFM, 1:500; zajčja anti-DPYSL2, 1:200; zajčja anti-CRMP1, 1:100; mišja anti-
ALYREF, 1:100) za 30 min pri 38 °C. Vzorce smo barvali z uporabo avtomatiziranega 
preparacijskega sistema za obdelavo stekelc (Ventana Discovery). Signal smo detektirali z 
uporabo kompleta reagentov iView DAB Ventana. Vsak vzorec smo glede na delež pozitivnih 
celic v tkivu razvrstili v eno izmed petih kategorij (0-4): 0, negativno barvanje; 1, <25% 
pozitivnih celic; 2, 25 %-50 % pozitivnih celic; 3, 50 %-75 % pozitivnih celic; 4, 75%-100% 
pozitivnih celic. Nato smo izračunali povprečne vrednosti in z uporabo Studentovega t-testa 























Preglednica 5: Vzorci bolnikov z glioblastomom in gliomom nižje stopnje.  
 Antigen GBM Gliom nižje stopnje 























5/10 5/10 68 10/10 divji 
tip 





Vimentin 6/11 5/11 68 10/10 divji 
tip 







6/11 5/11 68 10/10 divji 
tip 





V tabeli je prikazan seznam tkiv in podatki bolnikov (število moških/žensk, povprečna starost pri operaciji, 
status IDH). IDH – izocitrat dehidrogenaza. 
 
3.5 Testi preživetja 
3.5.1 Vpliv temozolomida na preživetje celic 
 
V prvem delu testov preživetja smo preverili vpliv temozolomida (TMZ) na preživetje celic 
glioblastomskih celičnih linij U251MG, U87MG, ko-kulture NCH in astrocitov. V mikrotitrsko 
ploščo s 96 vdolbinami smo nacepili 1000 celic U251MG in U87MG na vdolbino, 5000 celic ko-
kulture NCH na vdolbino in 4000 astrocitov na vdolbino. Celice smo nato inkubirali 3 h pri 37 
°C in 5 % CO2 in nato dodali TMZ v treh različnih koncentracijah (25 μM, 50 μM in 100 μM) do 
končnega volumna 100 μL. Celice so bile TMZ izpostavljene 24 h, 48 h in 72 h. Po ustreznem 
času inkubacije smo dodali 10 μL reagenta AlamarBlue (Invitrogen), inkubirali dve do tri ure, 
oz. dokler se ni razvila barva, in izmerili absorbanco pri 570 in 600 nm (Synergy H4; Biotek). 
Kontrola pri poskusu so bile celice z dodatkom DMSO v enaki količini kot je bil dodan pri 
dodatku TMZ. Preživetje celic smo izračunali kot % preživetja glede na kontrolo na način,  
opisan v protokolu AlamarBlue (Invitrogen). Poskus smo ponovili v treh bioloških ponovitvah 
in vsako biološko ponovitev v triplikatih. Statistično značilnost smo za podatke, ki so sledili 
Gaussovi porazdelitvi, določili z uporabo testa enosmerna ANOVA, za podatke, ki niso sledili 




statistično značilna, statistična značilnost pa je pri vseh primerih bila označena kot * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001 in **** p < 0,0001. 
 
3.5.2 Vpliv nanoteles ter kombinacije nanoteles in temozolomida na preživetje celic  
 
Poskus testiranja vpliva nanoteles na celice je potekal po enakem protokolu kot opisano v 
poglavju 3.5.1. Testirali smo dve različni koncentraciji nanoteles, 10 μg/mL in 100 μg/mL, pri 
treh časovnih točkah, 24 h, 48 h in 72 h. Kontrola pri poskusu so bile celice brez dodanih 
nanoteles. Preživetje celic smo izračunali kot % preživetja glede na kontrolo na način, opisane 
v protokolu AlamarBlue (Invitrogen). Pri poskusih kombinacije nanoteles in TMZ pa smo 
uporabili 50 μM TMZ v kombinaciji z 10 in 100 μg/mL nanoteles. Kot kontrolo smo uporabili 
celice z dodatkom DMSO v enaki količini kot je bil dodan pri dodatku TMZ. Preživetje celic smo 
izračunali kot % preživetja glede na kontrolo na način, opisan v protokolu AlamarBlue 
(Invitrogen). Oba poskusa smo ponovili v treh bioloških ponovitvah in vsako biološko 
ponovitev v triplikatih. Statistično značilnost smo za podatke, ki so sledili Gaussovi 
porazdelitvi, določili z uporabo testa enosmerna ANOVA, za podatke, ki niso sledili Gaussovi 
porazdelitvi, pa s statističnim testom Kruskall-Wallis. Vrednost p < 0,05 je veljala kot statistično 
značilna, statistična značilnost pa je pri vseh primerih bila označena kot * p < 0,05, ** p < 0,01, 
*** p < 0,001 in **** p < 0,0001. 
 
3.5.3 Vpliv različnih kombinacij nanoteles na preživetje celic 
 
V naslednjem koraku smo določili preživetje celic v prisotnosti različnih kombinacij nanoteles. 
V tem primeru smo namesto ko-kulture NCH uporabili celice NCH644 in NCH421k ločeno. 
Najprej smo nacepili 4000 celic U251MG, U87MG, NCH421k, NCH644 in astrocitov na ploščo 
s 96 vdolbinicami v končnem volumnu 70 μL. Po treh urah inkubacije smo dodali kombinacije 
nanoteles ustrezne koncentracije do končnega volumna 100 μL. Po 72-urni inkubaciji celic smo 
dodali 10 μL reagenta WST-1 (Roche). Po 2,5-urni inkubaciji smo s spektrofotometrom 
(Synergy H4; Biotek) izmerili absorbanco pri 450 nm in 690 nm. Preživetje smo izračunali tako, 




Preživetje smo izračunali kot % preživetja glede na kontrolo. Poskus smo ponovili v treh 
bioloških ponovitvah in vsako biološko ponovitev v triplikatih.  Statistično značilnost smo za 
podatke, ki so sledili Gaussovi porazdelitvi, določili z uporabo testa enosmerna ANOVA, za 
podatke, ki niso sledili Gaussovi porazdelitvi, pa s statističnim testom Kruskall-Wallis. Vrednost 
p < 0,05 je veljala kot statistično značilna, statistična značilnost pa je pri vseh primerih bila 
označena kot * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 in **** p < 0,0001. 
 
3.5.4 Vpliv ponovnega dodatka temozolomida in nanoteles na preživetje celic 
 
Da bi preverili kakšen vpliv ima ponovni dodatek TMZ in nanoteles, smo najprej nacepili 4000 
celic U251MG, U87MG, NCH421k, NCH644 in astrocitov na plošči s 96 vdolbinicami v končnem 
volumnu 70 μL. Po treh urah inkubacije smo dodali temozolomid do končne koncentracije 50 
μM oz. nanotelo v ustrezni koncentraciji (10 ali 100 μg/mL). Celice smo inkubirali 72 h, menjali 
gojišče in ponovno dodali enako količino TMZ oz. nanoteles. Celice smo ponovno inkubirali 72 
h. Po končani inkubaciji smo celicam dodali 10 μL reagenta WST-1, inkubirali 1-2 uri in izmerili 
absorbanci pri 450 nm in 690 nm. Preživetje smo izračunali enako kot opisano v točki 4.5.3. 
Poskus smo ponovili v treh bioloških ponovitvah in vsako biološko ponovitev v triplikatih. 
Statistično značilnost smo za podatke, ki so sledili Gaussovi porazdelitvi, določili z uporabo 
testa enosmerna ANOVA, za podatke, ki niso sledili Gaussovi porazdelitvi, pa s statističnim 
testom Kruskall-Wallis. Vrednost p < 0,05 je veljala kot statistično značilna, statistična 
značilnost pa je pri vseh primerih bila označena kot * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 in 
**** p < 0,0001. 
 
3.6 Testi apoptoze in nekroze 
 
Test apoptoze in nekroze smo izvedli s paketom reagentov Aneksin V/propidijev jodid 
(Abcam). Najprej smo nacepili celice U251MG (4 ×105 celic), U87MG (1.5 ×105 celic), ko-kulturo 
NCH (5 ×105 celic) in astrocite (1 ×105 celic) na krovna stekelca v plošči s 24 vdolbinicami. Po 
3-urni inkubaciji smo dodali nanotelo do končne koncentracije 100 μg/mL in inkubirali 24 ur 




μL aneksina V in 2,5 μL propidijevega jodida ter inkubirali 15 minut na temnem. Zatem smo na 
krovna stekelca nanesli vklopni medij (ProlongGlass; ThermoFisher) in vzorce slikali pod 
mikroskopom (Axio Imager M2; Zeiss) pri 40x povečavi. Slike smo analizirali s programskim 
orodjem za slikovno procesiranje in analizo ImageJ (115). 
 
3.7 Klonogeni testi 
 
Namen klonogenih testov je bil preveriti dolgoročni učinek nanoteles na preživetje celic. Na 
ploščo s 6 vdolbinami smo nacepili po 50 celic U251MG/vdolbinico, 250 celic 
U87MG/vdolbinico in 4000 astrocitov/vdolbinico. Celice smo nato inkubirali 3 ure in dodali 
nanotelesa v koncentraciji 100 μg/ml. Po treh dneh gojenja smo menjali gojišče. Celice U251 
in U87 smo inkubirali 13 dni, astrocite pa 12 dni. Na koncu smo odstranili gojišče in dodali 2 
mL 4% formaldehida in 1 mL 0,5% kristal vijoličnega (Sigma Aldrich), pripravljenega v 25% 
metanolu. Ploščo smo najprej inkubirali eno uro pri sobni temperaturi in nato sprali z vodo. 
Na koncu smo pri U251MG in U87MG s prostim očesom prešteli kolonije. Pri astrocitih kolonij 
nismo šteli, temveč smo po barvanju s kristal vijoličnim obarvane celice raztopili v 0,1%  
natrijevem dodecil sulfatu (NaDS, SDS) in izmerili absorbanco pri 570 nm. Poskus smo ponovili 
pri dveh bioloških ponovitvah. Statistično značilnost smo določili s Studentovim t-testom. 
Vrednost p < 0,05 je veljala kot statistično značilna, statistična značilnost pa je pri vseh 
primerih bila označena kot * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 in **** p < 0,0001. 
 
3.8 Migracijski testi 
 
Migracijske teste smo izvedli v sodelovanju z dr. Jernejem Šribarjem in prof dr. Igorjem 
Križajem na Inštitutu Jožef Štefan. Namen migracijskih testov je bil preveriti vpliv nanoteles na 
migracijo celic U251MG, U87MG in astrocitov. Najprej smo v vsako vdolbinico na plošči z 12 
vdolbinicami vstavili silikonski insert z dvema predelkoma (Ibidi). V vsak predelek smo dodali 
celice U251MG (1,5×104/predelek), U87MG (9×104/predelek) in astrocite (2×104/predelek). 




inserte in dodali nanotelesa v koncentraciji 100 μg/ml v 1,5 mL končnega volumna. Migracijo 
smo spremljali pod mikroskopom Axio Observer.Z1, Zeiss in 10x objektivom (EC Plan-Neofluar 
10x/0.3 Ph1 M27) ter vsako eno ali dve uri slikali določeno točko. Končni čas inkubacije je bil 
pri U251MG 8 ur, pri U87MG 24 ur in pri astrocitih 18 ur. NCH celice niso bile vključene v ta 
poskus, ker se ne pritrjajo na dno. Migracijo celic smo najprej izračunali kot prekrito razdaljo 
skozi čas (μm/h) in nato še kot relativno celično migracijo, kot razmerje med povprečno 
hitrostjo celic v prisotnosti nanoteles in kontrolo (brez nanoteles). Slike smo analizirali s 
programskim orodjem za slikovno procesiranje in analizo ImageJ (115).  
 
3.9 Izolacija in karakterizacija eksosomov 
3.9.1 Optimizacija protokola za izolacijo eksosomov  
 
Pred izolacijo eksosomov smo celice U251MG gojili 72 h v gojišču z FBS brez eksosomov. FBS 
smo predhodno ultracentrifugirali (Beckman Coulter) pri 100 000 g, 24 h in pri 4 °C in ga nato 
prefiltrirali skozi filtre z 0,22 μm velikimi porami (membrana iz celuloze acetata; Corning). Pri 
izolaciji eksosomov smo gojišče najprej centrifugrali pri 300 g 10 min, 4 °C, prenesli 
supernatant v nove centrifugirke in ga nato centrifugirali pri 2000 g 10 min, 4 °C. V naslednjem 
koraku smo supernatant prefiltrirali skozi filter z 0,22 μm velikimi porami (membrana iz 
celuloze acetata; Corning) in nadaljevali po dveh različnih protokolih: 
1) Ultracentrifugiranje v 30-ml centrifugirkah (Beckman Coulter) pri 100 000 g, 70 min, 4 
°C. Pelet smo resuspendirali v 1 mL PBS in še enkrat ultracentrifugirali pri 100 000 g, 
70 min, 4 °C. Pelet smo resuspendirali v PBS ali pufru RIPA (ThermoFisher), odvisno od 
nadaljnje analize (116). 
2) Gojišče smo najprej koncentrirali v koncentratorjih s 100 kDa velikimi porami (Amicon® 
Ultra, z membrano Ultracel-100 iz regenerirane celuloze; Merck). Nato smo v 13-mL 
ultracentrifugirke najprej nanesli 2 ml 20% saharoze (saharozna blazinca) in nato 
previdno dodali gojišče, tako da se plasti med seboj nista zmešali (117, 118). Gojišče 
smo ultracentrifugirali pri 100 000 g, 2 h 15 min, 4 °C. Pelet smo resuspendirali v PBS 





3.9.2 Izolacija eksosomov iz medija različnih celičnih linij 
 
Najprej smo nacepili določeno število celic na plošče T150 (TPP) in jih inkubirali 72 ur. Iz gojišča 
smo eksosome izolirali po protokolu, opisanem v poglavju 3.9.1., protokol 2. Na koncu smo 
pelet resuspendirali v PBS, pufru RIPA ali pufru mirVana lysis buffer (Thermo Fisher), odvisno 
od nadaljnje analize.  
 
3.9.3 Prenos western 
 
Namen prenosa western je bil preveriti, ali so antigeni, značilni za eksosome, prisotni v 
izoliranih vzorcih. Pelet eksosomov smo resuspendirali v pufru RIPA (ThermoFisher) z 
dodatkom 100x mešanice Halt™ proteaznih inhibitorjev (ThermoFisher). Pri izolaciji proteinov 
iz celic smo celice najprej inkubirali s pufrom RIPA 15 min na ledu, centrifugirali 15 min pri 14 
000 g, 4 °C, in shranili supernatant.  Koncentracijo proteinov smo določili z uporabo kompleta 
reagentov BCA po navodilih proizvajalca (Thermo Fisher). Nato smo na 4-12% NuPAGE Bis-Tris 
poliakrilamidni gel (Thermo Fisher) gel nanesli 5 μg proteinskega lizata eksosomov in 10 μg 
celičnega lizata. Proteini so se ločevali 70 min pri 200 V pufru MOPS SDS Running Buffer 
(ThermoFisher). V naslednjem koraku smo proteine iz gela prenesli na poliviniliden fluoridno 
(PVDF) membrano. Prenos je potekal 90 min pri 100 V v prenašalnem pufru NuPAGE 
(ThermoFisher). Po prenosu smo membrano blokirali 1 h s 5% mlekom/PBS s stresanjem pri 
sobni temperaturi in jo nato inkubirali s primarnimi protitelesi čez noč pri 4 °C s stresanjem. 
Protitelesa, ki smo jih uporabili so: zajčja anti-flotilin (1:1000; Cell Signalling), mišja anti-HSP70 
(1:500; Santa Cruz), mišja anti-CD9 (1:500; Santa Cruz) in zajčja anti-kalneksin (1:2000; Sigma 
Aldrich). Po inkubaciji s primarnimi protitelesi smo membrano sprali trikrat s pufrom TBS-T in 
jo 2 h pri sobni temperaturi inkubirali s sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi s HRP (hrenova 
peroksidaza); kozja proti-zajčja (1:7500; Sigma Aldrich) ali kozja proti-mišja (1:4000; Sigma 
Aldrich). Signal na membrani smo detektirali z reagentom SuperSignal™ West Pico 
Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher) ali pa s SuperSignal™ West Femto Maximum 





3.9.4 Sledenje nanodelcem 
 
Povprečno velikost in število izoliranih eksosomov smo določili z napravo Nanosight NS300TM 
(Malvern Panalytical), opremljeno z injekcijsko pumpo in avtomatskim nanosom vzorca (angl. 
autosampler). Eksosome smo redčili 1:200 v PBS, ki smo ga predhodno prefiltrirali skozi filtre 
z 0,22 μm velikimi porami (Corning) in sonicirali 3x 10 sec. Za vsak vzorec smo posneli 5 videov 
dolgih 60 s pri nivoju kamere 14 in s pragom 5. Nastavljena temperatura meritve je bila 25 ˚C. 
Za detekcijo in analizo smo uporabili programsko opremo NTA 3.3. – Sample Assistant Dev 
Build 3.3.203.  
  
3.9.5 Elektronska mikroskopija celic 
 
Elektronsko mikroskopijo eksosomov in celic smo izvedli v sodelovanju s prof. dr. Rokom 
Romihom in doc. dr. Samotom Hudoklinom na Inštitutu za biologijo celice Medicinske 
Fakultete UL, Ljubljana, Slovenija.   
Celice smo fiksirali 10 min v raztopini 8% formaldehida/4% glutaraldehida v 0,1M 
kakodilatnem pufru in nato v raztopini 4% formaldehida/2% glutaraldehida v 0,1M 
kakodilatnem pufru, 2h 45 min pri 4 °C. Celice smo čez noč spirali v 0,33M saharozi v 0,1M 
kakodilatnem pufru pri 4°C in post-fiksirali 1 h v 1% OsO4 pri sobni temperaturi. Vzorce smo 
nato dehidrirali 15 min v 30% etanolu, 30 min v 70% etanolu in 2x30 min v 100% etanolu. 
Vzorce smo nato prenesli v propilenoksid, 2x 5 min. Vzorce smo prepajali z mešanico propilen 
oksid + epon (1:1) čez noč pri 4 °C, in nato z eponom 2 h pri sobni temperaturi. Epon je 
polimeriziral 24 h pri 35 °C, 24 h pri 45 °C, 24 h pri 60 °C, 24 h pri 70 °C ali 24 h pri 80 °C. Vzorce 
smo nato z ultramikrotonom razrezali na 60 nm debele ultratanke rezine. Rezine smo pobrali 
na bakrove mrežice in kontrastrirali 15 min s Pb-citratom. Spirali smo z vodo in kontrastirali 
10 min z U-acetatom. Mrežice smo analizirali s pomočjo transmisijskega elektronskega 





3.9.6 Elektronska mikroskopija eksosomov 
 
Negativno kontrastiranje eksosomov je bilo opravljeno po protokolu Théry s sodelavci (116). 
Eksosome smo fiksirali v 2% formaldehidu v pufru 0,1 M natrijevega fosfata. Nato smo nanesli 
5 μL kapljic na mrežo za elektronsko mikroskopijo, ki je bila prevlečena s filmom 
formvar/ogljik, in mrežice so se sušile 20 min. Nato smo nanje nanesli kapljice PBS in jih takoj 
prenesli v 1% glutaraldehid za 5 min. Po spiranju z destilirano vodo smo na mrežice nato 
nanesli kapljice raztopine uranil-oksalata, jih inkubirali 5 min pri sobni temperature in nanesli 
4% uranil acetat in 2% metil celulozo ter inkubirali 10 min na ledu. Mrežice smo nato ujeli na 
zanko in odstranili odvečno tekočino s pomočjo filter papirja ter jih posušili na zraku. Mrežice 
smo analizirali s pomočjo transmisijskega elektronskega mikroskopa (Philips CM100) pri 80 kV.  
 
3.10 Pakiranje nanoteles v eksosome 
 
3.10.1 Vezava Nb79 s FITC 
 
V prvem koraku pakiranja nanotelesa Nb79 smo le-tega označili s FITC, po protokolu, 
opisanem v navodilih FluoroTag™ FITC Conjugation Kit (Sigma Aldrich).  
 
3.10.2 Pakiranje Nb79 v eksosome, barvanje z DiL in fluorescenčna mikroskopija 
 
V naslednjem koraku smo poskušali nanotelesa zapakirati v eksosome, izolirane iz gojišča celic 
U251MG. Pri vsaki od spodaj omenjenih metod smo uporabili 5 μg nanoteles (v 100 μL PBS) 
(točke 1, 2, 3 in 4) in 2x108 eksosomov (v 15 μL PBS) (točke 1, 2 in 3). 
Metode pakiranja so bile: 
1) Pasivni prehod: Suspenziji eksosomov  smo dodali raztopino nanoteles  in inkubirali 24 




2) Inkubacija s saponinom: Suspenziji eksosomov smo dodali raztopino nanoteles in 
saponina (Sigma Aldrich) v končni koncentraciji 0,2 % ter stresali 20 min na sobni 
temperaturi.  
3) Sonikacija: Suspenziji eksosomov smo dodali raztopino nanoteles in sonicirali (ROTH, 
UP100H) pri nastavitvah 100 W, 30 kHz, 20 % moči. Sonicirali smo 6 ciklov 4 sec/2sec 
pavze, inkubirali 2 min na ledu, ponovili soniciranje (6 ciklov 4 sec/2sec pavze) in nato 
inkubirali 60 min pri 37°C. 
Kontroli: 
4) Negativna kontrola: PBS + Nb (brez eksosomov, brez obdelave vzorca). 
5) Celični drobir: Predhodno smo ultracentrifugirali 150 ml kompletnega gojišča MEME, 
po protokolu, opisanem v 3.9.1., protokol 2. Gojišče MEME je vsebovalo FBS, ki smo ga 
predhodno ultracentrifugirali po protokolu, opisanem v poglavju 3.9.1.. 
 
Zatem smo vse vzorce barvali z barvilom DiL (ThermoFisher), ki se veže na membrane. Najprej 
smo posamezen vzorec redčili do 500 μL, dodali 2,5 μL barvila in inkubirali 30 min pri 37 °C. Po 
barvanju smo vzorce redčili s PBS do 1 mL in ultracentrifugirali 70 min pri 100 000 g in 4°C. Po 
ultracentrifugiranju smo pelet resuspendirali v 20 μL PBS. Vsak vzorec smo redčili 1:100 in 
nanesli 5 μL redčenega vzorca na nanašalni medij ProLongGlass (ThermoFisher Scientific) in te 
vzorce pregledali pod mikroskopom (Axio Imager M2; Zeiss). Slike smo nato analizirali s 
programskim orodjem za slikovno procesiranje in analizo ImageJ (115). 
 
3.10.3 Cepitev proteinov s proteinazo K 
 
V naslednjem koraku smo s proteinazo K (ThermoFisher, kat. št. AM2546) želeli razgraditi 
nanotelesa, ki se nahajajo okoli eksosomov in na membrani eksosomov. Določili smo 
uspešnost razgradnje nanoteles s proteinazo K pri naslednjih razmerah: 
a) Inkubacija 2,5 h pri 37 °C : 
a. Končna koncentracija proteinaze K je 0,05 μg/μL. 




b) Inkubacija 30 min pri 37 °C: 
a. Končna koncentracija proteinaze K je 0,05 μg/μL. 
b. Končna koncentracija proteinaze K je 0,5 μg/μL. 
Pri vsakem od parametru smo uporabili 4 μg nanoteles Nb79-FITC v prisotnosti 2,5 mM 
CaCl2. Po inkubaciji smo reakcijo zaustavili z dodatkom 100x Halt™ mešanice proteaznih 
inhibitorjev (ThermoFisher). Kot kontrolo smo uporabili 0,5 μg Nb79-FITC.  
Vse vzorce smo nato pripravili za prenos western: 10 μL vzorca smo dodali 4 μL nanašalnega 
pufra in 1,5 μL DTT. Vzorce smo segreli 5 min pri 95 °C. 
 
3.10.3.1 Prenos western 
 
Uspešnost razgradnje nanoteles s FITC smo preverili s prenosom western in detekcijo FITC.  
Za SDS poliakrilamidno gelsko elektroforezno smo uporabili 6% koncentracijski gel in 16% 
ločevalni gel z naslednjo sestavo (Preglednica 6): 












Najprej smo med stekelca z razmakom 1 mm nanesli ločevalni gel, ki je polimeriziral eno uro, 
in nato še ločevalni gel, ki je prav tako polimeriziral eno uro. Na gel smo nato nanesli vzorce iz 
razgradnje nanoteles, skupaj s kontrolo. Ločevanje je potekalo 1,5 h pri 100 V v pufru Trizma 
a) 16% ločevalni gel 
Reagent  Volumen 
1,5 M Tris (pH=8,8)  2,5 mL 
10% SDS  100 μL 
10% APS  50 μL 
30% akrilamid  5,3 mL 
H20  2,1 mL 
TEMED  5 μL 
   
   
b) 6% koncentracijski gel 
Reagent  Volumen 
0,5 M Tris (pH=6,8)  2,5 mL 
10% SDS  100 μL 
10% APS  50 μL 
30% akrilamid  2 mL 
H20  5,4 mL 




s sestavo (1 L): 3,03 g Trizma baze, 14,4 g glicina in 1 g SDS. V naslednjih korakih je prenos 
western potekal po protokolu, opisanem v poglavju 3.9.3.. Primarno protitelo, ki smo ga 
uporabili, je bilo mišje anti-FITC protitelo (redčitev 1:200; Santa Cruz; sc-69872).  
 
3.10.4 Neposredno pakiranje nanoteles v eksosome 
 
3.10.4.1 Metode pakiranja 
 
Začetna količina eksosomov je bila 2x108 eksosomov (v 7 μL pufra PBS) in 20 μg nanoteles (v 
35 μL pufra PBS). Metode pakiranja so bile: 
1) Pasivni prehod 1: Inkubacija 24 h pri sobni temperaturi. 
2) Pasivni prehod 2: Inkubacija 2 h pri 37 °C. 
3) Inkubacija s saponinom: 0,4% saponin, stresanje 20 min pri sobni temperature, nato 
inkubacija na ledu. 
4) Inkubacija s saponinom 2: 0,4% saponin, stresanje 40 min pri sobni temperaturi, nato 
prenos na led. 
5) Soniciranje 1 (uporaba sonikatorja ROTH, UP100H):  
• 100 W, 30 kHz, 20 % moči, 6 ciklov 4 sec/2sec pavze. 
• Inkubacija na ledu 2 min. 
• Ponovimo soniciranje. 
• 60 min pri 37 °C. 
6) Soniciranje 2 (uporaba sonikatorja ROTH, UP100H):  
• 100 W, 30 kHz, 20 % moči, 6 ciklov 30 sec on/off 3 minute; med posameznimi 
cikli 2 min inkubacije na ledu. 
• 60 min pri 37°C. 
7) KONTROLA: exo + Dil. 




Posamezne vzorce smo redčili do 500 μL, dodali 2,5 μL DiL in inkubirali 30 min pri 37 °C. Vse 
vzorce smo redčili do 1 mL in ultracentrifugirali pri 100 000, 70 min, 4 °C. Po inkubaciji smo 
vzorce resuspendirali v 20 μL PBS.  
 
3.10.4.2 Obdelava vzorcev in prenos western 
 
Prisotnost nanoteles v eksosomih smo preverili s prenosom western. Vsak vzorec iz pakiranja 
eksosomov smo razdelili na tri dele: 
1)  Brez vsega. 
2) Dodatek proteinase K (0,05 μg/μL) in 2,5 mM CaCl2. 
3) Dodatek proteinase K (0,05 μg/μL), 2,5 mM CaCl2 in 1 % tritona X-100. 
Vse vzorce smo inkubirali 2,5 h pri 37 °C. Nato smo dodali 100x mešanico proteaznih 
inhibitorjev 100X mešanice Halt™ proteaznih inhibitorjev (ThermoFisher) in inkubirali 10 min 
pri 90 °C. Dodali smo 5x pufer RIPA in inkubirali 15 min na ledu. Na koncu smo vzorce analizirali 
s prenosom western (protokol je opisan v poglavju 3.9.3) in detekcijo FITC (redčitev 1:200; 
uporaba mišjega anti-FITC protitelesa, Santa Cruz; sc-69872). 
 
3.10.5 Posredno pakiranje nanoteles v eksosome 
 
Preveriti smo želeli, ali celice, ki so izpostavljene nanotelesom, te izločijo v eksosome.  
 
3.10.5.1 Imunocitokemija z Nb79 
 
V prvem koraku smo preverili, ali Nb79-FITC vstopa v celice. Najprej smo nacepili 20 000 
celic/vdolbino na ploščo s 24 vdolbinicami in celice inkubirali čez noč v inkubatorju pri 37 °C, 
5% CO2. Naslednji dan smo dodali 2,5 μg Nb79-FITC in inkubirali čez noč pri 37 °C, 5% CO2. Dan 
zatem smo odstranili gojišče in sprali 3x s PBS. Nato smo fiksirali s 4% formaldehidom/PBS, 15 
min pri sobni temperaturi, in zatem sprali s PBS, in sicer 3x 15 min s PBS. Celice smo nato 




temperaturi. Po odstranitvi BSA smo dodali primarno protitelo anti-FITC (Santa Cruz; sc-
69872), redčeno 1:200, in inkubirali preko noči pri 4 °C. Naslednji dan smo celice sprali s PBS, 
4x 10 min, in nato inkubirali s sekundarnimi protitelesi, povezanimi z rdečim barvilom CF640 
anti-mišji, 3:1000, 1,5 h pri sobni temperaturi. Zatem smo sekundarna protitelesa sprali 3x 10 
min in nato inkubirali z DAPI (300 nM), 10 min pri sobni temperaturi. DAPI smo spirali 3x10 
min v PBS. Nato smo na objekta stekelca nanesli ProLongGlass (ThermoFisher Scientific) in 
nanje položili krovna stekelca. Vzorce smo analizirali z uporabo mikroskopa Axio Imager M2 
(Zeiss) in nato z uporabo programskega orodja za slikovno procesiranje in analizo ImageJ (115).  
 
3.10.5.2 Izpostavljanje Nb79 celicam in prenos western 
 
V naslednjem koraku smo Nb79-FITC izpostavili celicam. Nacepili smo po 700 000 celic v vsako 
flaško T150 za gojenje celic (celokupno 3 plošče s po 700 000 celic/20 mL medija MEME). V 
vsako od flašk smo dodali 50 μg nanoteles (konc. 275 μg/mL) in suspenzijo inkubirali 24 h v 
inkubatorju. Nato smo eksosome izolirali po protokolu, opisanem v 3.9.1. (protokol 2). Po 
inkubaciji z Nb79-FITC smo prešteli celice in določili % mrtvih celic, z uporabo avtomatiziranega 
celičnega števca (Countess; ThermoFisher). Z uporabo metode sledenja delcem (opisano v 
poglavju 3.9.4.) smo določili število izločenih eksosomov.  Nato smo vsebnost nanoteles v 
eksosomih preverili s prenosom western, po enakem protokolu kot je opisan v poglavju 
3.10.4.2.  
 
3.11 Določevanje izražanja miRNA, mRNA in proteinov v eksosomih in celicah 
3.11.1 Izbor miRNA 
 
Kandidatne miRNA smo izbrali na podlagi literature in v pogledu njihovih interakcij z geni NCL, 
VIM, NAP1L1, FREM2 in SPRY1 (61, 119-121). Uporabili smo podatkovne nize TargetScan (122), 






3.11.2 Izolacija RNA iz eksosomov in celic 
 
Celokupno RNA smo izolirali z uporabo kompleta reagentov mirVana miRNA Isolation Kit 
(ThermoFisher) po navodilih proizvajalca za izolacijo celokupne RNA. Koncentracijo RNA smo 
določili z uporabo naprave Synergy H4 (BioTek) in čistost RNA z razmerjem A260/A280 in 
A260/A230 . 
 
3.11.3 Pretvorba mRNA v cDNA in qPCR 
 
Najprej smo izolirano RNA obdelali z DNAzo (0,1 μL; Roche) v 10x DNAznem pufru (0,5 μL; 
Roche) v končnem volumnu 5 μL. Reakcijsko mešanico smo inkubirali 15 min pri 30 °C in 10 
min pri 75 °C. Pretvorbo mRNA v cDNA smo izvedli z uporabo kompleta reagentov High 
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher), skupaj z inhibitorjem RNAze 
(ThermoFisher). Pretvorbo miRNA v cDNA smo izvedli z uporabo kompleta reagentov TaqMan 
Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific) po navodilih proizvajalca. qPCR 
reakcijski mešanici sta za mRNA in miRNA bili enaki in sta bili sestavljeni iz 2,25 μL cDNA, 0,25 
μL sonde in 2,5 μL raztopine Master Mix (TaqMan Fast Advanced Master Mix; ThermoFisher 
Scientific), v končnem volumnu 5 μL. Reakcija qPCR je potekala na napravi ViiA7 (Applied 
Biosystems, Life Technologies) z nastavitvami: 20 s pri 95 °C; 45 (mRNA) oz. 40 (miRNA) ciklov 
1 s 95 °C, 20 s 60 °C; hlajenje 4 °C. Referenčni gen za miRNA je bil miR-99a-5p (127), za mRNA  
pa GAPDH (128), beta-aktin (129) in 18s rRNA (130). Vse sonde, ki smo jih uporabili, so od 
proizvajalca ThermoFisher. Eksperiment smo izvedli pri treh bioloških ponovitvah in vsako 
biološko ponovitev v triplikatu. Podatke smo analizirali po načinu, opisanem v članku 
Vandesompele in sod. (131). Statistično značilnost smo za podatke, ki so sledili Gaussovi 
porazdelitvi, določili z uporabo testa enosmerna ANOVA, za podatke, ki niso sledili Gaussovi 
porazdelitvi, pa s statističnim testom Kruskall-Wallis. Vrednost p < 0,05 je veljala kot statistično 
značilna, statistična značilnost pa je pri vseh primerih bila označena kot * p < 0,05, ** p < 0,01, 







3.11.4 Analiza signalnih poti 
 
Pri analizi signalnih poti smo z uporabo podatkovnih nizov TargetScan (122), miRDB (123, 124) 
in DIANA microT-CDS (125, 126) najprej določili tarčne gene vsake od izbranih miRNA. Nato 
smo s pomočjo Vennovega diagrama (132) določili skupne tarčne gene. Signalne poti smo 
analizirali z uporabo spletnega orodja WebGestalt 2019 (133-136), vključno z upoštevanjem 
podatkovnih baz Panther (137), Reactome (138, 139) in KEGG (140, 141). Signalne poti smo 
določili z analizo nadizraženosti (angl. over-representation analysis) in kot referenčni seznam 
uporabili genom, ki kodira proteine (angl. protein-coding genome). Kot statistično 
signifikantne rezultate smo prikazali tiste, ki so zadostili pogoju FDR (angl. false-discovery rate) 
<0,05 pri testu BH večkratne primerjave.   
 
3.11.5 Določevanje antigenov na proteinski ravni v celicah in eksosomih 
 
Prenos western je potekal po protokolu, opisanem v poglavju 3.9.3. Protitelesa, ki smo jih 
uporabili, in njihove redčitve, so prikazani v spodnji preglednici (Preglednica 7). 
Preglednica 7: Protitelesa za določevanje specifičnih antigenov v eksosomih. 
Protitelo Redčitev Kataloška številka 
a-TUFM 1:500 AMAB90964 (Sigma Aldrich) 
a-TRIM28 1 μg/mL SAB1404789 (Sigma Aldrich) 
a-nukleolin 1:500 SAB1305550-40TST (Sigma Aldrich) 
a-vimentin 0,5 μg/mL V6389 (Sigma Aldrich) 
a-NAP1L1 1:1000 SAB1401253 (Sigma Aldrich) 
a-DPYSL2 1:1000 HPA002381 (Sigma Aldrich) 
a-CRMP1 1:500 SAB1402156 (Sigma Aldrich) 
a-ALYREF 1:2000 A9979 (Sigma Aldrich) 
a-beta actin 1:4000 A5441 (Sigma Aldrich) 







3.11.6 Statistična obdelava rezultatov 
 
Metabolni testi in testi qPCR so bili izvedeni v treh bioloških in treh tehničnih ponovitvah. 
Statistično značilnost smo za podatke, ki so sledili Gaussovi porazdelitvi, določili z uporabo 
testa enosmerna ANOVA in Sidakovim testom večkratne primerjave, za podatke, ki niso sledili 
Gaussovi porazdelitvi, pa s statističnim testom Kruskall-Wallis in Dunnetovim testom 
večkratne primerjave. Statistična značilnost rezultatov pridobljenih pri poskusih 
imunohistokemije, klonogenih testov in migracijskih testov so bili določeni s Studentovim t-
testom. Statistično značilni rezultati so bili pri p<0,05. Za vse srednje vrednosti smo določili 





4.1 Določevanje izražanja antigenov v celicah in tkivih 
4.1.1 Imunocitokemija 
 
V prvem koraku smo z metodo imunocitokemije določili izražanje posameznih antigenov in 
njihovo celično lokacijo (Slika 7). Poskus smo izvedli na celičnih linijah U25MG, U87MG, ko-
kulturi NCH in na primarnih astrocitih. Rezultati kažejo, da se je TRIM28 izražal v vseh treh 
glioblastomskih celičnih linijah (U251MG, U87MG, ko-kulturi NCH), medtem ko se v astrocitih 
skoraj ni izražal. Nukleolin se je izražal v jedrih, membrani in citoplazmi celic U87MG in na 
membrani in citoplazmi celic U251MG in ko-kulture NCH. V astrocitih je bil signal izražanja 
tega proteina šibkejši kot pri omenjenih rakavih celicah. Vimentin se je z visoko intenziteto 
izražal v citoplazmi rakavih celic in šibkejše pri astrocitih. NAP1L1 se je prav tako močneje 
izražal v citoplazmi rakavih celic kot v astrocitih. TUFM se je izražal predvsem okrog jeder celic, 
in sicer s podobno intenziteto pri vseh glioblastomskih celičnih linijah in z manjšo intenziteto 
tudi pri astrocitih. DPYSL2 in CRMP1 sta se izražala v citoplazmi in v jedru. DPYSL2 se je izražal 
v vseh celičnih linijah, medtem kot je bila intenziteta izražanja CRMP1 v rakavih celicah močna, 






Slika 7: Izražanje antigenov v celičnih linijah. Antigeni so bili detektirani s komercialnim protitelesom CF™640R 
fluorofor (rdeče), jedra so bila barvana z barvilom DAPI (modro). Kontrola za vsak primer prikazuje poskus brez 
dodatka primarnega protiteles oz. samo z dodatkom sekundarnega protitelesa in DAPI. Merilo oz. bel zapis na 






V naslednjem koraku smo z uporabo imunohistokemije določili izražanje antigenov v 
referenčnem možganskem tkivu, glioblastomu in gliomu nižje stopnje (oligodendrogliom in 
difuzni astrocitom). Rezultati za TUFM so že bili objavljeni v doktorskem delu Neje Šamec 
(142). Vsakem tkivu glioma smo določili % pozitivnih celic in ga na podlagi rezultata razvrstili v 
eno izmed petih kategorij, kot je opisano v poglavju 3.4. Rezultati so prikazani na spodnji sliki 
in preglednici (Slika 8, Preglednica 8). TRIM28, nukleolin in ALYREF so bili izraženi v normalnem 
možganskem tkivu in tudi močno izraženi v GBM in gliomu nižje stopnje. DPYSL2 in CRMP1 se 
v normalnem možganskem tkivu v glia celicah in nevronih nista izražala, sta pa bila prisotna v 
nevropilih. Oba sta bila močno izražena v GBM, vendar  brez statističnih razlik v primerjavi z 
gliomi nižje stopnje. Vimentin, NAP1L1 in TUFM niso bili izraženi v normalnem možganskem 
tkivu. Vimentin je bil močno izražen v citoplazmi celic v GBM. Izražanje vimentina je prav tako 
bilo statistično značilno večje v primerjavi z gliomom nižje stopnje (št. točk izražanja 3,91 v 
GBM in 1,5 v gliomu nižje stopnje; p-vrednost je 4,3 ×10-6). Podobno kot vimentin je bil tudi 














Preglednica 8: Izraženosti izbranih antigenov v normalnih možganih, GBM in gliomu nižje stopnje.  
 
Antigen Izražanje v 
normalnih 
      možganih 
Pozitivna tkiva (%) Št. točk Statistična analiza 
(GBM vs. LGG) 
  GBM LGG GBN LGG Signifikantnost p-
vrednost 
TRIM28 Da 100 100 3,8 3,875 Ne  
Nukleolin Da 100 100 3,91 4 Ne  
Vimentin Ne1 100 100 3,91 1,5 Da 4,3 ×10-6 
NAP1L1 Ne 75 62,5 1,42 0,875 Ne  
TUFM Ne 100 100 2,3 1,875 Ne  
DPYSL2 Da2 100 100 2,33 1,875 Ne  
CRMP1 Da2 100 100 1,64 2,125 Ne  
ALYREF Da 100 100 4 3,875 Ne  
Statistična značilnost je bila izračunana s Studentovim t-testom. GBM – glioblastom, LGG – gliom nižje stopnje 
(angl. lower-grade glioma). 
1Vimentin ni bil izražen v glia celicah, je pa bil izražen v krvnih žilah. 





4.2 Validacija nanoteles proti glioblastomskim antigenskim označevalcem 
4.2.1 Čistost nanoteles 
 
Pri poskusih validacije z nanotelesi smo najprej preverili čistost frakcij (Slika 9). Na sliki je 
prikazano, da so vsa nanotelesa čista, saj je na slikah prisotna le ena lisa, ki ustreza velikosti 
14 kDa. 
 




4.2.2 Metabolni testi 
 
Namen metabolnih testov je bil preveriti vpliv temozolomida in nanoteles na preživetje celic 
različnih glioblastomskih linij, vključno z glioblastomskimi matičnimi celicami, in astrocitov kot 
kontrolo.  
 
4.2.2.1 Vpliv temozolomida na preživetje celic 
 
Vpliv TMZ smo preverili na celičnih linijah U251MG, U87MG, ko-kulturi NCH in kontrolnih 
celicah, astrocitih pri treh različnih koncentracijah (25, 50 in 100 μM) (Slika 10). TMZ je imel 
največji učinek na celice U251MG in celice U87MG, in sicer po 72 urah inkubacije. Vse testirane 
koncentracije TMZ, 25 μM, 50 μM in 100 μM, so na te celice imele podoben učinek, saj je 
preživetje po 72 h pri celicah U251MG bilo 64-72% in pri celicah U87MG 72-75%. V primerjavi 
z U251MG in U87MG pa je bil destruktiven vpliv TMZ na matične celice ko-kulture NCH 
šibkejši, saj se je preživetje teh celic po 72 urah zmanjšalo samo na 84 % (50 μM TMZ) oz. 88 








Slika 10: Vpliv TMZ na preživetje celic. Prikazan je učinek TMZ treh različnih koncentracij na preživetje celic 
celičnih liniji U251MG, U87MG, ko-kulture NCH in primarnih  astrocitov po 24 h, 48 h in 72 h. Poskus smo ponovili 
v treh bioloških ponovitvah in vsako biološko ponovitev v triplikatih. Statistično značilnost smo za podatke, ki so 
sledili Gaussovi porazdelitvi, določili z uporabo testa enosmerna ANOVA, za podatke, ki niso sledili Gaussovi 
porazdelitvi, pa s statističnim testom Kruskall-Wallis. Stolpci prikazujejo povprečne vrednosti ± SD. * p <0,05; ** 
p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001. 
 
4.2.2.2 Vpliv nanoteles na preživetje celic 
 
V naslednjem koraku smo določili učinek različnih nanoteles (Nb237, Nb10, Nb79, Nb179, 
Nb225, Nb314, Nb394 in Nb395) na preživetje celic celičnih linij U25MG, U87MG, ko-kulture 
NCH in primarnih astrocitov. Celice so bile izpostavljene dvema različnima koncentracijama 
nanoteles (10 μg/mL in 100 μg/mL) 24 h, 48 h ali 72 h (Slika 11). Rezultati kažejo da nanotelo 
Nb237 (anti-TRIM28) ni imelo vpliva na preživetje nobene od celičnih linij.  
Nanotelo Nb10 (anti-nukleolin) je zmanjšalo preživetje vseh proučevanih celičnih linij. Pri višji 
koncentraciji se je preživetje celic U251MG, U87MG in astrocitov že po 24 urah zmanjšalo za 
20 % - 30 %. Preživetje astrocitov se je nadalje po 72 h zmanjšalo na 46 %, medtem ko je 
preživetje U251MG in U87MG ostalo pri ~75 %. Nižja koncentracija Nb10 je zmanjšala 




Nb79 (anti-vimentin) je pri višji koncentraciji po 72 h zmanjšalo preživetje celic U251MG in 
astrocitov za 40 % in U87MG za 19 %. Nižja koncentracija pa je zmanjšala preživetje celic ko-
kulture NCH za 15 % in ni imela vpliva na preživetje U251MG, U87MG in astrocitov.  
Nb179 (anti-NAP1L1) je pri višji koncentraciji po 72 h zmanjšalo preživetje celic U251MG za 45 
%, U87MG za 32 % in astrocitov za 55 %. Nižja koncentracija Nb179 je zmanjšala preživetje 
celic U87MG za 14 % in ko-kulture NCH za 16 %, pri astrocitih pa se preživetje ni znatno 
zmanjšalo.  
Nanotelo Nb225 (anti-TUFM) ni imelo vpliva na preživetje celic U251MG, U87MG in astrocitov. 
Po drugi strani je pa zmanjšalo preživetje celic ko-kulture NCH za 29 % po 72 h inkubacije. 
Citotoksičen vpliv je v tem primeru bil močnejši v primerjavi z vplivom 50 μM TMZ (71% vs. 
84% preživetje po 72 h; p = 0,0151) (Preglednica 9).  
Nanotelo Nb314 (anti-DPYSL2) in nanotelo Nb394 (anti-CRMP1) sta imela podoben učinek na 
preživetje celic. Nižja koncentracija nanoteles je znatno zmanjšala preživetje celic ko-kulture 
NCH za 18 % (Nb314) in 21 % (Nb394), medtem ko nobeno od teh nanoteles ni imelo vpliva na 
celice U251MG, U87MG in astrocite.  
Zadnje od testiranih nanoteles, Nb395 (anti-ALYREF), je zmanjšalo preživetje celic ko-kulture 
NCH za 21 % (nižja koncentracija) in 23 % (višja koncentracija), medtem ko pri ostalih celičnih 















Slika 11: Vpliv nanoteles na preživetje celic. Na grafih je prikazano preživetje celic (U251, U87, ko-kultura NCH, 
astrociti) v prisotnosti dveh koncentracij nanoteles (10 μg/mL in 100 μg/mL) pri treh časovnih točkah (24 h, 48 
h, 72 h). Stolpci prikazujejo povprečne vrednosti ± SD. Poskus smo ponovili v treh bioloških ponovitvah in vsako 
biološko ponovitev v triplikatih. Statistično značilnost smo za podatke, ki so sledili Gaussovi porazdelitvi, določili 
z uporabo testa enosmerna ANOVA, za podatke, ki niso sledili Gaussovi porazdelitvi, pa s statističnim testom 





Preglednica 9: Primerjava vpliva nanoteles in temozolomida na preživetje celic. 
Nanotelo Koncentracija 
(μg/mL) 










Nb10 10 ns  ns  ns  **** p<0,0001 
 100 ns  ns  ns  **** p<0,0001 
Nb79 100 * 0,0106 ns  ns  **** p<0,0001 
Nb179 100 ** 0,0018 ns  ns  **** p<0,0001 
Nb225 100 ns  ns  * 0,0151 ns  
Podatki so prikazani samo za tista nanotelesa, ki so imela močnejši učinek v primerjavi s 50 μM temozolomidom 
po 72 h. Signifikanca je bila izračunana s statističnim testom enosmerna ANOVA. * p <0,05; ** p <0,01; *** p 





4.2.2.3 Vpliv kombinacije temozolomida in nanoteles na preživetje celic 
 
V naslednjem koraku smo preverili vpliv kombinacije 50 μM TMZ in nanoteles na preživetje 
celic U251MG, U87MG, ko-kulture NCH in astrocitov pri treh časovnih točkah: 24 h, 48 h in 
72 h (Slika 12). Pri celicah U251MG so kombinacije nanoteles in TMZ dosegle največji učinek 
po 72 h inkubacije. Najmočnejši učinek na celice U251MG sta imeli kombinaciji 100 μg/mL 
Nb10 s TMZ in 100 μg/mL Nb179 s TMZ, ko je preživetje teh celic znašalo 56 % oz. 57 %. Tudi 
pri celicah U87MG, podobno kot pri U251MG, je bil učinek kombinacij 100 μg/mL Nb10+TMZ 
in 100 μg/mL Nb179+TMZ največji po 72 h. Najmočnejši učinek je imela kombinacija s 100 
μg/mL Nb179, ko je preživetje celic znašalo 55 %. Močnejši učinek kombinacije v primerjavi s 
posamičnim tretiranjem s TMZ ali nanotelesom sta pokazali kombinaciji Nb394+TMZ pri 
celicah U87MG in Nb10+TMZ pri celicah U251MG (Preglednica 10). V nasprotju z U251MG in 
U87MG se je pri ko-kulturi NCH največji učinek pokazal že po 24 h. Najbolj citotoksični sta bili 
kombinaciji s 100 μg/mL Nb10 in 100 μg/mL Nb79, ko je bilo preživetje glioblastomskim 
matičnih celic 71 % oz. 79 %. Pri astrocitih je bil trend podoben kot pri U251MG in U87MG, 
saj je bil največji citotoksični učinek opazen po 72 h. Najbolj citotoksičen učinek sta imeli 100 
μg/mL Nb10 in 100 μg/mL Nb179 v kombinaciji s TMZ, ki sta zmanjšali preživetje astrocitov 










          
Slika 12: Vpliv kombinacije TMZ in nanoteles na preživetje celic. Na grafih je prikazano preživetje celic v 
prisotnosti 50 μM TMZ in nanoteles. Stolpci prikazujejo povprečne vrednosti ± SD. Statistično značilnost smo za 
podatke, ki so sledili Gaussovi porazdelitvi, določili z uporabo testa enosmerna ANOVA, za podatke, ki niso sledili 












vs. Nb vs. TMZ (50 μM) 
p-vrednost Sign. p-vrednost Sign. 
U251MG Nb394 100 µg/ml 24 h < 0,0001 **** 0,0016 ** 
U251MG Nb10 100 µg/ml 72 h < 0,0001 **** < 0,0001 **** 
U87MG Nb394 100 µg/ml 72 h 0,0214 * < 0,0001 **** 
Podatki so prikazani samo za tiste kombinacije, ki so imele močnejši učinek v primerjavi z nanotelesom iste 
koncentracije in s 50 μM TMZ. Statistična značilnost je bila izračunana s statističnim testom enosmerna ANOVA. 
* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001.  
  
 
4.2.2.4 Vpliv različnih kombinacij nanoteles na preživetje celic 
 
Glede na predhodne rezultate imunocitokemije, imunohistokemije in metabolnih testov smo 
izbrali nanotelesa proti štirim antigenom: vimentin, NAP1L1, TUFM in DPYSL2. Izbrani markerji 
imajo šibko ali odsotno izražanje v astrocitih in/ali zdravem mižganskem tkivu. Prav tako 
nanotelesa proti izbranim antigenom, Nb79 (anti-vimentin), Nb179 (anti-NAP1L1), Nb225 
(anti-TUFM) in Nb314 (anti-DPYSL2) pri izbrani koncentraciji (10 μg/ml za Nb79, Nb179 in 
Nb314 ter 100 μg/ml za Nb225) niso imela citotoksičneha učinka na astrocite. Najprej smo 
celice tretirali 72 h s petimi različnimi kombinacijami nanoteles: Nb79+Nb179, Nb179+Nb225, 
Nb225+Nb314, Nb179+Nb314 in Nb225+Nb79 (Slika 13). Pri tem poskusu smo namesto ko-
kulture NCH glioblastomskih matičnih celic uporabili celični liniji NCH644 in NCH421k ločeno. 
Rezultate preživetja smo primerjali s preživetjem v prisotnosti samih nanoteles. Rezultati 
kažejo, da so vse kombinacije nanoteles, razen Nb179+Nb314, zmanjšale preživetje 
glioblastomskih celic. Kombinacija Nb79 in Nb179 je zmanjšala preživetje celic U25MG, 
U87MG in NCH644 za 18 do 25 %. Kombinacija Nb179 in Nb225 je zmanjšala preživetje U87MG 
za 34 % in U251MG za 17 %, obenem pa je bilo preživetje teh celic tudi nižje kot pri inkubaciji 
s posameznimi nanotelesi. Kombinacija Nb225 in Nb314 je znatno zmanjšala preživetje celic 
U251MG in U87MG in sicer za 24 % oz. 25 %. Preživetje celic U251MG in U87MG je bilo tudi 
manjše od vpliva obeh posameznih nanoteles. Kombinacija Nb225 in Nb79 je znatno zmanjšala 
preživetje celic U87MG, in sicer za 22 %, in tudi v tem primeru je bil učinek močnejši kot pri 






Slika 13: Vpliv različnih kombinacij nanoteles na preživetje celic. Na grafih je prikazano preživetje celic v 
prisotnosti različnih kombinacij nanoteles po 72-urni inkubaciji. Stolpci prikazujejo povprečne vrednosti ± SD. 
Statistično značilnost smo za podatke, ki so sledili Gaussovi porazdelitvi, določili z uporabo testa enosmerna 
ANOVA, za podatke, ki niso sledili Gaussovi porazdelitvi, pa s statističnim testom Kruskall-Wallis. * p <0,05; ** p 
<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001. 
 
4.2.2.5 Vpliv ponovnega dodatka temozolomida na preživetje celic 
 
V naslednjem koraku smo želeli preveriti, kakšen vpliv ima zaporedna obdelava s 50 μM TMZ 
na preživetje celic. Celice U251MG, U87MG, NCH644, NCH421k in astrocite smo izpostavili 50 
μM temozolomidu, inkubirali 72 h, nato ponovno dodali isto koncentracijo temozolomida in 
ponovno inkubirali 72 h. Ponovna inkubacija s TMZ ni zmanjšala preživetja glioblastomaskih 
matičnih celic (NCH644 in NCH421k) in astrocitov (Slika 14). Nasprotno pa se je preživetje 
U251MG zmanjšalo za 60 %, presenetljivo pa se je preživetje U87MG zvišalo za več kot 3x v 





Slika 14: Vpliv ponovnega dodatka temozolomida in preživetje celic. Na grafih je prikazano preživetje po 
ponovnem dodatku temozolomida (2 aplikaciji 50 μM temozolomida v razmaku 72 h). Stolpci prikazujejo 
povprečne vrednosti ± SD. Statistično značilnost smo za podatke, ki so sledili Gaussovi porazdelitvi, določili z 
uporabo testa enosmerna ANOVA, za podatke, ki niso sledili Gaussovi porazdelitvi, pa s statističnim testom 
Kruskall-Wallis. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001.   
 
 
4.2.2.6 Vpliv ponovnega dodatka nanoteles na preživetje celic 
 
Na koncu smo preverili kakšen vpliv na preživetje ima ponoven dodatek nanoteles. Testirali 
smo sedem različnih kombinacij: Nb79+Nb79, Nb179+Nb179, Nb225+Nb225, Nb314+Nb314, 
Nb79+Nb179, Nb179+Nb225 in Nb225+Nb314 (Slika 15). Kombinacije so bile izbrane glede na 
prejšnje rezultate (vpliv posameznih nanoteles in vpliv kombinacije nanoteles na preživetje 
celic). Celice U251MG, U87MG, NCH644, NCH421k in astrocite smo izpostavili določenemu 
nanotelesu, inkubirali 72 h, nato ponovno dodali nanotelo in inkubirali 72 h.  
Zaporedno tretiranje z Nb79 je zmanjšalo preživetje vseh glioblastomskih celičnih linij, saj se 
je preživetje celic U87MG zmanjšalo za 54 %, preživetje celic U251MG, NCH644 in NCH421k 
pa za 30-40 %. Vpliv zaporednega dodatka Nb79 na celice U87MG, NCH644 in NCH421k je bil 
večji kot vpliv enojnega dodatka  nanotelesa, TMZ in tudi posameznih parov drugih nanoteles 




Zaporedno tretiranje z Nb225 je tudi zmanjšalo preživetje vseh glioblastomskih celičnih linij: 
U251MG za 24 %, U87 MG za 38 %, NCH644 za 78 % in NCH421k za 45 %. Vpliv na celice NCH 
je bil tudi močnejši kot pri enem odmerku Nb255 in pri ponovnem dodatku TMZ.  
Tudi zaporedno tretiranje z Nb179 in Nb225 je znatno zmanjšalo preživetje celic U87MG (za 
46 %) in NCH644 (za 45 %). Preživetje omenjenih celic je bilo znatno nižje kot pri dodatku TMZ, 
posameznemu tretiranju z Nb179 in Nb225 in tudi pri hkratnemu dodatku Nb179 in Nb225.  
Zaporedno tretiranje z Nb225 in Nb314 je zmanjšalo preživetje celic U251MG za 30 %, U87MG 
za 32 % in NCH644 za 42 %. Vpliv na celice NCH644 je bil močnejši kot vpliv samega TMZ, na 
celice U251MG in U87MG pa močnejši kot pri posameznemu tretiranju z Nb225 in Nb314 ter 
primerljiv z istočasnim dodatkom Nb225 in Nb314.  
Vse kombinacije so bile do neke mere citotoksične tudi za astrocite. Najmanj citotoksičen je 
bil ponovni dodatek Nb79, ki je zmanjšal preživetje astrocitov samo za 10 %, medtem ko je 
najbolj citotoksična bila kombinacija Nb179 in Nb225, kjer se je preživetje astrocitov zmanjšalo 




Slika 15: Vpliv ponovnega dodatka nanoteles na preživetje celic. Na grafih je prikazano preživetje po ponovnem 
dodatku nanoteles (2 aplikaciji v razmaku 72 h). Stolpci prikazujejo povprečne vrednosti ± SD. Statistično 
značilnost smo za podatke, ki so sledili Gaussovi porazdelitvi, določili z uporabo testa enosmerna ANOVA, za 
podatke, ki niso sledili Gaussovi porazdelitvi, pa s statističnim testom Kruskall-Wallis.* p <0,05; ** p <0,01; *** p 






Preglednica 11: Primerjava vpliva ponovnega dodatka nanoteles s ponovnim dodatkom 50 μM 
temozolomida. 
 U251MG U87MG NCH644 NCH421k Astrociti 
Pari nanoteles Sign. p Sign. p Sign. p Sign. p Sign. p 
Nb79+Nb79 * 0,0229 **** 0,0001 **** 0,0001 ** 0,005 *** 0,0003 
Nb179+Nb179 ** 0,0023 **** 0,0001 ** 0,0031 ns 0,9699 **** 0,0001 
Nb225+Nb225 ** 0,0047 **** 0,0001 **** 0,0001 *** 0,0007 **** 0,0001 
Nb314+Nb314 *** 0,0001 **** 0,0001 * 0,0337 ns 0,2453 **** 0,0001 
Nb79+Nb179 *** 0,0007 **** 0,0001 * 0,0246 ns 0,968 **** 0,0001 
Nb179+Nb225 ** 0,0034 **** 0,0001 **** 0,0001 ns 0,9998 **** 0,0001 
Nb225+Nb314 * 0,0308 **** 0,0001 **** 0,0001 ns 0,9999 **** 0,0001 
Primerjava vpliva ponovnega dodatka nanoteles s ponovnim dodatkom 50 μM TMZ. Statistična značilnost je bila 
izračunana s statističnim testom enosmerna ANOVA. Ns – ne-signifikantno; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; 
**** p <0,0001. p – p-vrednost.  
 
 
4.2.3 Testi apoptoze in nekroze 
 
V druge koraku validacije nanoteles smo želeli preveriti, ali nanotelesa v celicah sprožajo 
apoptozo ali nekrozo (Slika 16). Apoptozo smo določali preko detekcije aneksina V, ki se veže 
na fosfatidilserin, nekrozo pa s propidijevim jodidom, ki se veže na DNA in ne prehaja skozi 
membrano intaktnih celic. Kvantifikacije v tem poskusu nismo mogli določiti, zato smo 
primerjali posamezne vzorce s kontrolo (celice brez dodatka nanoteles). Pred analizo smo 
celice inkubirali 24 ur z nanotelesi v koncentraciji 100 μg/mL. Nanotelo Nb79 je povzročilo 
apoptozo pri celicah U251MG, U87MG in ko-kulturi NCH kot tudi nekrozo pri ko-kulturi NCH 
in astrocitih. Tudi nanotelo Nb10 je delovalo na celice U87MG in ko-kulturo NCH močno 
nekrotično, medtem ko je pri celicah U251MG povzročilo apoptozo. Nanotelo Nb179 je na vse 
glioblastomske celične linije delovalo nekrotično in apoptotično. Nanotelesi Nb225 in Nb314 
na astrocite nista imeli vpliva, sta pa povzročili apoptozo predvsem pri celicah U251MG in 
U87MG. Vpliva na astrocite ni imelo tudi nanotelo Nb395, je pa delovalo 





    
Slika 16: Apoptoza in nekroza pri celičnih linijah v prisotnosti nanoteles. Aneksin V (zeleno) označi apoptotske 






4.2.4 Klonogeni testi 
 
Namen klonogenih testov je bil preveriti učinek nanoteles na tvorjenje kolonij. Rezultati 
klonogenih testov kažejo, da sta pri normalnih pogojih kolonije tvorili celični liniji U251MG in 
U87MG, medtem ko astrociti niso tvorili kolonij in so popolnoma prerasli ploščo. Pri astrocitih 
zato nismo šteli kolonij, temveč smo po barvanju s kristal vijoličnim obarvane celice raztopili v 
0,1% SDS in izmerili absorbanco pri 570 nm. Rezultati klonogenih testov so prikazani na 
spodnjih slikah (Slika 17, Slika 18). Največji dolgoročni učinek na celice U251MG, U87MG in 
astrocite je imelo nanotelo Nb10. Pri celicah U251MG sta poleg Nb10 zmanjšanje kolonij 
povzročili tudi nanotelo Nb314 (78% tvorjenje kolonij glede na kontrolo) in nanotelo Nb394 
(91% tvorjenje kolonij), a brez statistčne značilnosti. Pri celicah U87MG pa so zmanjšanje 
kolonij poleg Nb10 povzročila še nanotelesa Nb206 (75% tvorjenje kolonij), Nb237 (69% 
tvorjenje kolonij), Nb79 (76% tvorjenje kolonij), Nb179 (65% tvorjenje kolonij) in Nb314 (69% 
tvorjenje kolonij), vendar le-to ni bilo statistično značilno. Pri astrocitih pa je poleg Nb10 
dolgoročni vpliv na astrocite imelo tudi nanotelo Nb179 (73% živih celic glede na kontrolo). 
 
 
Slika 17: Klonogeni testi - dolgoročni vpliv nanoteles na preživetje celic. Klonogene teste smo izvedli na 





Slika 18: Statistična analiza klonogenih testov. Prikazani so rezultati klonogenih testov na celičnih linijah 
U251MG, U87MG in astrocitih. Za celice U251MG in U87MG je bil % števila kolonij izračunan s štetjem kolonij, 
za astrocite pa z merjenjem absorbance pri 570 nm po barvanju celic. Statistično značilnost smo določili s 
Studentovim t-testom. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001. 
 
4.2.5 Migracijski testi 
 
Celična migracija je ključna pri širjenju tumorja, zato smo v predzadnjem koraku testiranja 
nanoteles želeli še preveriti, kakšen vpliv imajo nanotelesa na migracijo celic U251MG, U87MG 
in astrocitov. Celice NCH v poskus niso bile vključene, ker se ne pritrjajo na podlago. Rezultati 
so prikazani na spodnjih slikah (Slika 19, Slika 20). Vsa nanotelesa, razen Nb395, so zmanjšala 
migracijo celic U251MG. Največji učinek na migracijo U251MG so imela nanotelesa Nb237, 
Nb10 in Nb179, ki so zmanjšala migracijo za 40 % (p=0,016), 38 % (p=4,78 ×10-5) oz. 40 % 
(p=0,003). Največji učinek na migracijo celic U87MG pa je imelo nanotelo Nb79 (p=3.4 ×10-6), 
ki je popolnoma inhibiralo migracijo celic. Znatno je migracijo celic U87MG zmanjšalo tudi 
Nb179, in sicer za 31 % (p=0,0097). Popolno inhibicijo migracije astrocitov pa je povzročilo 







Slika 19: Vpliv nanoteles na migracijo celic. Na slikah je prikazana migracija celic U251MG, U87MG in astrocitov 





Slika 20: Statistična analiza vpliva nanoteles na migracijo celic. Na grafih je prikazana relativna hitrost migracije 
glede na kontrolo (%). Stolpci prikazujejo povprečne vrednosti ± SD. Statistično značilnost smo določili s 
Studentovim t-testom. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001.  
 
4.3 Izolacija in karakterizacija eksosomov 
 
Z uporabo nanoteles smo sicer dosegli citotoksičen učinek na glioblastomske celice, vendar 
smo želeli v naslednjem koraku učinek povečati z uporabo dostavnega sistema nanoteles na 
osnovi eksosomov. 
 
4.3.1 Celice pod elektronskim mikroskopom 
 
V prvem koraku smo celice U251MG, U87MG, NCH644, NCH421 in astrocite, ki smo jih 
uporabili v nadaljnjih poskusih, analizirali pod elektronskim mikroskopom (Slika 21). S 





Slika 21: Celice po elektronskim mikroskopom. Na slikah so prikazane celice U251MG, U87MG, NCH644 in 
astrociti. S puščico so označena multivezikularna telesa, v katerih nastajajo eksosomi. Merilo pri U251MG je 600 
nm, pri U87MG 400 nm, pri NCH644 200 nm, pri NCH421k 2 μm in pri astrocitih 1 μm. Pri NCH421k 
multivezikularna telesa niso označena zaradi premajhnega merila. 
 
4.3.2 Optimizacija protokola za izolacijo eksosomov 
 
Eksosome smo najprej izolirali po protokoku (a) (Slika 22) (116), vendar smo zaradi zelo nizkega 
izkoristka izoliranih eksosomov te v nadaljevanju poskušali izolirati še po protokolu (b) 
(izolacija na saharozni blazinci) (Slika 22) (117, 118). Primerjava izolacij je prikazana v spodnji 
preglednici (Preglednica 12). Pri izolaciji na saharozni blazinici (protokol b) je bila koncentracija 
proteinov kar 80x višja v primerjavi s protokolom (a). Z uporabo metode NTA smo pokazali, da 
je bilo število izoliranih delcev 9,2x višje pri protokolu (b) v primerjavi s protokolom (a). Glede 
na nesorazmerno povišanje koncentracije proteinov v primerjavi s povišanjem števila 
eksosomov lahko sklepamo, da smo ob tem izolirali tudi precej nečistoč. Izolirane eksosome 






imeli povprečno velikost 123 nm, z dve značilnima vrhovoma: eden okoli 120 nm in drug pri 
80 nm. Pri izolaciji po protokolu (b) so imeli eksosomi povprečno velikost 153 nm in 3 značilne 
vrhove: okoli 100 nm, 130 nm in 170 nm. Eksosomi pri ultracentrifugiranju na saharozni 
blazinci (protokol b) so večji in na zgornji meji velikosti, značilne za majhne zunajcelične vezikle 








Slika 22: Shema protokolov za izolacijo eksosomov.  Centrif. – centrifugiranje, filtr. – filtriranje skozi filtre z 
220-nm porami, UC-ultracentrifugiranje. 
 






koncentracija (μg/mL) 26 2213 
celokupna količina (μg) 0,5 40 
koncentracija delcev/mL 4,32E+09 3,96E+10 
število delcev v vzorcu 2,59E+08 2,38E+09 














100 000 g, 
70 min
UC
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Slika 23: Sledenje nanodelcem - primerjava protokolov za izolacijo eksosomov. 
 
 
4.3.3 Karakterizacija eksosomov s prenosom western, sledenjem nanodelcem in 
elektronsko mikroskopijo 
 
Eksosome, izolirane iz gojišča glioblastomskih celičnih linij (U251MG, U87MG, NCH421k in 
NCH644) in astrocitov, smo okarakterizirali s prenosom western, s sledenjem nanodelcem in 
z  transmisijsko elektronsko mikroskopijo. Z omenjenimi komplementarnimi metodami smo 
potrdili, da se v naših vzorcih nahajajo eksosomi. Rezultati karakterizacije so prikazani na 
spodnji sliki (Slika 24). Rezultati prenosa western prikazujejo, da se v izoliranem vzorcu veziklov 
izražajo označevalci, ki so značilni za eksosome: HSP70, flotilin-1 in CD9. Hkrati v istem vzorcu 
ni bilo možno zaznati kalneksina, ki je označevalec endoplazemskega retikuluma in se v 
eksosomih praviloma ne nahaja. HSP70 in flotilin-1 smo zaznali v celičnih lizatih in eksosomih 
vseh celic. V U87MG je bil signal flotilina-1 zelo šibak, kar nakazuje, da se v celicah U87MG 
izraža v manjši meri. Obenem smo označevalec CD9 lahko zaznali samo v eksosomih astrocitov 
ter celic NCH421k in NCH644. Velikost eksosomov in njihovo količino smo določili z uporabo 
sledenja nanodelcem (NTA; angl. nanoparticle tracking analysis). Povprečni premer 
eksosomov je bil v območju 100 – 150 nm. Najmanjši eksosomi so bili iz celic NCH644 in so v 
premer merili 121 nm, medtem ko so največje eksosome izločali astrociti (148 nm). Največjo 
količino eksosomov so izločali astrociti in celice NCH644 (3,76x108 oz. 3,45x108 eksosomov na 
milijon celic), medtem ko so najmanjše število eksosomov izločale celice U87MG (4,5x07 na 
milijon celic). Eksosomi iz vseh celičnih linij so pod elektronskim mikroskopom imeli značilno 






Slika 24: Karakterizacija eksosomov, izoliranih iz gojišča glioblastomskih celičnih linij in astrocitov. (a) Prenos 
western pri proteinskih celičnih lizatih in proteinskih lizatih eksosomov. Detektirani so proteini, ki so obogateni v 
eksosomih (HSP70, flotilin-1 in CD9) in negativna kontrola (označevalec endoplazemskega retikuluma – 
kalneksin). (b) Povprečna velikost eksosomov, določena z metodo sledenja nanodelcem. (c) Slike eksosomov z 
uporabo transmisijske elektronske mikroskopije. Merilo je 100 nm.  
 
4.4 Pakiranje nanoteles v eksosome 
 
V naslednjem koraku smo želeli nanotelesa zapakirati v eksosome, ki bi jih uporabili kot 
dostavljalce oz. komponente potencialnega dostavnega sistema. Nanotelo, ki smo ga uporabili 
pri pakiranju, je bilo Nb79 (anti-vimentin). 
 
4.4.1 Vezava Nb79 s FITC 
 
V prvem koraku smo nanotelo vezali z barvilom FITC. Po vezavi nanoteles s FITC smo izmerili 
absorbanco pri 280 nm in 495 nm. A280 je bila 0,636 in A495 0,636. Končna koncentracija 






4.4.2 Barvanje z DiL in fluorescenčna mikroskopija 
 
V prvem koraku smo preverili, ali je barvanje eksosomov z rdečim fluorescenčnim barvilom 
DiL in sledeča analiza vzorcev pod fluorescenčnim mikroskopom primerna metoda za analizo 
pakiranja. Pri poskusu barvanja smo uporabili dve kontroli: PBS+Dil+nanotelo in 
ultracentrifugirano celično gojišče+Dil. 
Pri kontroli PBS+Dil+Nb lahko opazimo, da se tvorijo delci, ki so večji v primerjavi z drugim 
vzorcem (Slika 25). Ker v tem vzorcu eksosomi niso prisotni, lahko iz tega sklepamo, da so samo 
barvilo DiL in nanotelesa tvorila neke vrste kompleksa. Analiza druge kontrole 
(ultracentrifugirano gojišče+Dil) pa kaže, da so se delci močno obarvali. Iz tega poskusa lahko 
sklepamo, da barvanje eksosomov, izoliranih iz celičnega gojišča z DiL na način, ki smo ga 
uporabili mi, ni primeren način za ugotavljanje uspešnosti pakiranja, saj nismo mogli določiti 






Slika 25: Pakiranje in barvanje delcev. Z DiL (rdeče) so obarvani eksosomi oz. membrane. Z zeleno (FITC) so 












4.4.3 Cepitev nanoteles s proteinazo K 
 
Ker barvanje z DiL in analiza delcev pod mikroskopom ni bilo uspešna, smo želeli uspešnost 
pakiranja določiti s prenosom western in detekcijo FITC-a. Najprej smo želeli preveriti pod 
kakšnimi pogoji lahko razgradimo Nb79 s proteinazo K, saj bi na ta način razgradili nanotelo, 
ki je v okolici eksosomov in/ali na njihovi površini in se tako izognili morebitnim lažno 
pozitivnim rezultatom. Na spodnji sliki (Slika 26) je prikazana razgradnja nanoteles v različnih 
razmerah. Nižja koncentracija proteinaze K je razgradila nanotelo v večji meri kot višja 
koncentracija (parameter 2 v primerjavi z 1 in parameter 4 v primerjavi s 3). Najbolj uspešen 
način razgradnje nanoteles je bila 2,5-urna inkubacija v prisotnosti 0,05 μM proteinaze K. 
 
 
Slika 26: Razgradnja Nb79-FITC s proteinazo K. Uporabili smo različne koncentracije proteinaze K (0,05 μg/μL in 
0,5 μg/μL) in dve različni časovni točki inkubacije (30 min in 2,5 h).   
 
4.4.4 Neposredno pakiranje nanoteles v eksosome 
 
V drugem koraku smo želeli nanotelesa neposredno zapakirati v eksosome. Rezultate smo 
preverili z detekcijo FITC-a s prenosom western. Uporabili smo različne protokole: pasivni 
prehod, inkubacija s saponinom in sonikacija. Po pakiranju smo vsak vzorec razdelili na tri 
enake dele. Tretjino vzorca smo inkubirali s proteinazo K z namenom, da razgradi proteine 
okrog eksosomov in proteine na površini eksosomov. Drugo tretjino smo inkubirali s 
proteinazo K in tritonom X-100, z namenom da triton-X100 predre membrano eksosomov, 
proteinaza K pa razgradi vse proteine v vzorcu. Tretjina vzorcev je ostala neobdelanih. 
Rezultati so prikazani na spodnji sliki (Slika 27) in kažejo, da se protitelo proti FITC ne veže na 
same eksosome in je primerno za detekcijo nanotelesa (Slika 27, vzorec 1 in Slika 27, Nb). Pri 
vseh načinih pakiranja so nanotelesa prisotna okrog eksosomov, verjetno kot ko-izolirane 




pri vzorcu s proteinazo K, medtem ko pri vzorcu s proteinazo K in tritonom ni opaznega signala, 
iz česar lahko sklepamo, da je v eksosomih prisotno nanotelo. Pri pasivnem prehodu 2 (vzorec 
3; inkubacija 2 h na 37 °C) signala po inkubaciji s proteinazo K ni bilo, kar nakazuje, da pakiranje 
ni bilo uspešno. Nanotelesa pa smo uspešno zapakirali z inkubacijo s saponinom (vzorec 4 in 
5) in s sonikacijo (vzorec 6), kar potrjujejo vidne lise pri vzorcih s proteinazo K. Lise so bile sicer 
prisotne tudi po inkubaciji s proteinazo K v prisotnosti tritona X-100, iz česar lahko sklepamo, 
da razgradnja nanoteles ni bila popolnoma uspešna.  
Na koncu smo izračunali razliko v intenziteti lis med signalom vzorca pri inkubaciji s proteinazo 
K ter signalom vzorca pri inkubaciji s proteinazo K v prisotnosti s tritonom X-100 (Slika 28b) in 
na ta način določili signal nanoteles, ki ustreza le nanotelesom v eksosomih. Ugotovili smo, da 
je uspešnost pakiranja v prisotnosti saponina pri obeh parametrih podobna (vzorec 4 in 5). 
Pakiranje je bilo prav tako uspešno pri manj agresivni metodi sonikacije (vzorec 6). Iz 
rezultatov lahko sklepamo, da sta inkubacija s saponinom in manj agresivna metoda sonikacije 
primerni metodi za nadaljnji razvoj metode pakiranja. 
 
 
Slika 27: Umetno pakiranje Nb79-FITC v eksosome. Detektirali smo FITC. X- brez obdelave s proteinazo K, PK – 







Slika 28: Analiza pakiranja Nb79-FITC v eksosome. (a) Prikazane so jakosti signala pri posameznih parametrih 
pakiranja. (b) Uspešnost pakiranja je prikazana kot razlika med signalom pri razgradnji s proteinazo K in signalom 









4.4.5 Posredno pakiranje nanoteles v eksosome 
 
V zadnjem koraku smo želeli še preveriti, ali celice, ki so izpostavljanje nanotelesom, 
prevzemajo in pakirajo nanotelesa v eksosome in bi te lahko tako uporabili kot dostavljalce 
nanoteles oz. komponente možnega dostavnega sistema. 
 
4.4.5.1 Imunocitokemija z Nb79 
 
Najprej smo preverili, če nanotelo vstopa v celice. Celice U251MG smo inkubirali z nanotelesi 
in, poleg neposredne detekcije FITC, smo vzorec vizualizirali tudi s protitelesom proti FITC 
(rdeče) (Slika 29). Na ta način smo želeli preprečiti morebiten vpliv avtofluorescence celic na 
interpretacijo rezultatov. Na sliki lahko opazimo rdeč signal, vendar le na dveh celicah. Iz tega 









Slika 29: Prehod nanoteles v celice. (a) Kontrola (celice brez dodata nanoteles in protiteles), DAPI  (modro)  jedra, 
FITC (zeleno); (b) Levo zgoraj so obarvana jedra (modro; DAPI), desno zgoraj je prikazan signal sekundarnega 
protitelesa (rdeče; barvilo CF640), levo spodaj je prikazan signal nanotelesa (zeleno; FITC), desno spodaj je 
prikazana združena slika. Slikano pod 40x povečavo.  
 
4.4.5.2 Izpostavljanje Nb79 celicam in prenos western 
 
V naslednjem koraku smo želeli preveriti, če celice U251MG v prisotnosti oz. z vsebnostjo 
nanoteles ta izločajo v eksosome. Po inkubaciji z Nb79-FITC smo z barvanjem s tripanskim 
modrilom in z uporabo celičnega števca Cell Counter (ThermoFisher) določili odstotek mrtvih 
celic v kulturi. Iz gojišča te celične kulture smo izolirali eksosome in z uporabo metode NTA 
določili število eksosomov pri kontroli (gojišče celic brez dodatka Nb) in vzorcu (gojišče, v 




(Preglednica 13). Nanotelo Nb79 je po 24 h povzročilo znatno citotoksičnost celic, saj je bilo št. 
mrtvih celic kar 55 % v primerjavi s 17 % pri netretiranih celicah. Obenem je bilo število 
izločenih eksosomov iz celic, ki so bile izpostavljene nanotelesom, večje v primerjavi s številom 
eksosomov iz celic, ki niso bile izpostavljene nanotelesom. 
Preglednica 13: Število celic in eksosomov po inkubaciji celic z Nb79.  
 +Nb -Nb 
Št. živih celic/T150 ploščo 296 000 352 000 
% mrtvih celic 17 % 55 % 
št. izločenih eksosomov 8,68x108 4,88x108 
Prikazani so rezultati za celice, ki so bile izpostavljene Nb79-FITC, in za neizpostavljene. 
 
Nato smo vsebnost nanoteles preverili še s prenosom western (Slika 30). Tretjino vzorca smo 
inkubirali s proteinazo K, tretjino s proteinazo K in tritonom x-100, tretjina pa je ostala 
neobdelana. Rezultati kažejo, da je v gojišču (stolpec 2) prisotno nanotelo, medtem ko tako v 
stolpcu 3 (inkubacija s proteinazo K) kot tudi 4 (inkubacija s proteinazo K in tritonom X-100) ni 
prisotnega signala. Za slikanje smo uporabili občutljivejši reagent SuperSignal™ West Femto 
Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher), z ekspozicijskim časom 65 min. Sklepamo 
lahko, da se pri tem parametru nanotelesa ne izločajo iz celic v volumen eksosomov, možno 
pa je,  da je prisotnost nanoteles pod mejo detekcije.  
 
Slika 30: Izločanje nanoteles v eksosome. Slikanje z reagentom SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity 






4.5 Določevanje izražanja mRNA, miRNA in proteinov v eksosomih in njihovih 
izvornih celicah 
 
Poleg vloge dostavljalcev oz. komponent dostavnega sistema so eksosomi tudi potencialen vir 
biooznačevalcev, zato smo v zadnjem delu doktorskega dela preverili prisotnost genov VIM, 
NLC, TUFM, TRIM28, DPYSL2, CRMP1 in ALYREF v eksosomih na ravni mRNA in proteinov. V 
eksosomih smo določili tudi prisotnost miRNA, ki ciljajo nekatere od izbranih tarčnih mRNA. 
 
4.5.1 Izbor miRNA 
 
V spodnji preglednici (Preglednica 14) je prikazan izbor miRNA glede na njihove tarčne gene. 
MiRNA so bile izbrane na podlagi verjetnosti tvorjenja parov s tarčno mRNA in skladnosti med 
testiranimi podatkovnimi nizi ter na podlagi obstoječe literature. Rezultati kažejo, da miR-9-
5p cilja NAP1L1 in FREM2, kar se sklada z vsemi tremi podatkovnimi nizi (TargetScan, miRDB 
in micro T-CDS), medtem ko miR-21-5p cilja SPRY1 in miR-124-3p cilja SPRY1, NAP1L1 in VIM, 
vendar se samo NAP1L1 in VIM ujemata med vsemi tremi podatkovnimi nizi. MiR-138-5p cilja 
VIM in NCL, vendar sta samo podatkovna niza TargetScan in miRDB zaznala VIM kot tarčno za 
miR-138-5p in podatkovni niz microT-CDS samo NCL kot tarčo omenjene miRNA. Tudi miR-1-













Preglednica 14: Kandidatne miRNA in njihovi tarčni geni.  






(miTG število točk) 
hsa-miR-9-5p 
FREM2 0,96 90 0,99 
NAP1L1 0,91 74 0,92 
hsa-miR-21-5p SPRY1 0,70 95 0,96 
hsa-miR-124-3p 
VIM 0,86 91 0,74 
NAP1L1 0,92 61 0,82 
SPRY1 0,87 X 0,72 
hsa-miR-138-5p 
VIM 0,70 94 X 
NCL X X 0,80 
hsa-miR-1-3p NCL 0,98 90 1 
Kandidatne miRNA so bile izbrane z uporabo podatkovnih nizov TargeScan, miRDB in microT-CDS. Verjetnost 
tvorbe para miRNA-mRNA je bila določena z »aggregate Pct« (TargetScan), številom točk (miRDB) in miTG 
številom točk (microT-CDS). Pct – verjetnost preferenčno ohranjenega ciljanja (od 0 do 1) (144). miTG – verjetnost 
tvorbe para (angl. Target Prediction Score). 
 
 
4.5.2 Analiza signalnih poti 
 
V naslednjem koraku smo preverili, v katere signalne poti so izbrane miRNA vpletene. Najprej 
smo določili tarčne gene posameznih miRNA, in sicer z uporabo podatkovnih nizov TargetScan 
(122), miRDB (123, 124) in microT-CDS (125, 126). Nato smo z uporabo Vennovega diagrama 
določili skupne gene (Slika 31), ki so navedeni v Prilogi 2. Vlogo miRNA smo določili z uporabo 
spletnega orodja WebGestalt 2019 (133-136), vključno z upoštevanjem podatkovnih baz 
Panther (137), Reactome (138, 139) in KEGG (140, 141). Signalne poti so prikazane v spodnji 







Slika 31: Venn-ov diagram števila skupnih tarčnih genov miRNA.  
 
 
Preglednica 15: Analiza signalnih poti skupnih genov.   
























Apelin signalna pot. 0,012 
Rak prostate. 0,021 Celična senescence. 0,012 
ErbB signalna pot. 0,021 Vodenje aksonov. 0,012 
Celična sensecenca. 0,021 Signalne poti pri raku. 0,012 
















Tip receptorja tirozinski proteini 
fosfataze. 
0,031 
Nevrotrofin signalna pot. 
0,021 
NOTCH2 aktivacija in transmisija 
signala v jedro. 
0,031 




































































MicroRNAs pri raku. 0,000 














Signalizacija preko NTRK2 (TRKB). 2,62E-03 Vodenje aksonov. 0,029 
Signalizacija preko NTRKs. 2,62E-03 Proteoglikani pri raku. 0,029 
Signalizacija preko BMP. 2,69E-03 
Odpornost na inhibitorje EGFR 
tirozin kinaz. 0,035 
Signalizacija preko receptorja tirozin 
kinaze. 
4,94E-03 
Metabolizem holina pri raku. 0,035 
Z MET aktivirana PI3K/AKT signalizacija. 4,94E-03 Regulacija aktinskega citoskeleta. 0,035 
PI-3K kaskada: FGFR3. 5,14E-03 Hepatitis B. 0,035 
PI-3K kaskada: FGFR4. 5,97E-03 Zasvojenost s kokainom. 0,042 
Signalizacija preko FGFR3. 5,97E-03 Virusna karcinogeneza. 0,042 
Signalizacija preko FGFR4. 5,97E-03 Karcinom ledvičnih celic. 0,042 
Signalizacija preko EGFR. 5,97E-03 Hippo signalna pot. 0,042 
Signalizacija preko FGFR3 v bolezni. 5,97E-03 Spliceosom. 0,043 
Signalizacija preko FGFR3 točkovne 
mutacije pri raku. 
5,97E-03 
Infekcija s humanim papilloma 
virusom. 0,044 
PI-3K kaskada:FGFR2. 6,63E-03 Ščitnični hormon. 0,044 
Signalizacija preko  
aktiviranega FGFR3. 
8,67E-03 
Celična senescenca. 0,044 
Signalizacija preko FGFR3  
fuzije pri raku. 
9,29E-03 
Infekcija s patogeno Escherichio 
coli. 0,044 














Signalizacija preko receptorja 
tirozin kinaze. 0,000 
Signalizacija preko FGFR4 v bolezni. 0,010 
Endocitoza, posredovana preko 
klatrina. 
0,010 
GAB1 signalosom 0,010 
RHO GTPaze aktivirajo WASP-e in 
WAVE-e. 
0,010 
PIP3 aktivira AKT signalizacijo. 0,010 Signalizacija preko VEGF. 0,013 
Signalizacija preko aktiviranega FGFR2. 0,012 Transkripcija z RNA Polimerazo II . 0,028 




Znotrajcelična signalizacija preko drugih 
prenašalcev. 
0,022 Genska ekspresija (transkripcija). 0,035 
Signalizacijska kaskada MAPK družine. 0,022 Signalizacija preko mutant RAS. 0,035 
Signalizacija preko TGF-beta članov 
družine. 
0,022 BOLEZNI PRI PRENOSU SIGNALOV. 0,035 
Signalizacija preko FGFR1 v bolezni. 0,025 Signalizacija preko EPH-efrin. 0,041 
Interlevkin-4 in Interlevkin-13 signalizacija. 0,028 Generična transkripcijska pot. 0,041 
Konstitutivna signalizacija preko 
okvarjenega PI3K pri raku. 
0,028 
Aktivacija, signalizacija in 
agregacija trombocitov. 
0,042 
Signalizacija preko FGFR2. 0,031 RHO GTPazni efeftorji. 0,042 
Signalizacija preko FGFR2 pri bolezni. 0,034 
Z EPHB-posredovana nadaljnja 
signalizacija. 
0,042 
Bolezni pri prenosu signalov. 0,034 Homeostaza. 0,045 
Generične poti transkripcije. 0,035 
Regulacija aktinske dinamike za 
nastanek fagocitne šalčke.  
0,048 
PI3K kaskada. 0,035 Membranski transport 0,049 
Signalizacija preko NODAL. 0,038  
Genska ekspresija (transkripcija). 0,038 
MET aktivira PTPN11. 0,039 
PI-3K kaskada:FGFR1. 0,040 
Signalizacija, uravnavana preko IRS. 0,042 
Analiza je bila narejena z uporabo spletnega orodja WebGestalt (KEGG, Panther in Reactome). Signalne poti, ki 
so neposredno povezane z rakom, so označene s podarjenim tiskom. Prikazane so samo tiste poti, ki so zadostile 




Večina miRNA je neposredno povezana z rakom, kot npr. miR-9-5p (hepatocelični karcinom) 
in miR-1-3p (karcinom ledvičnih celic in rak ščitnice), in z določenimi procesi, ki so značilni za 
rak, npr. miR-9-5p, miR-21-5p, miR-124-3p in miR-1-3p. Hkrati sta miR-124-3p in miR-1-3p 
povezani z usmerjanjem aksonov. MiR-9-5p je močno povezana s signalnimi potmi Ras, 
nevrotrofin in ErbB. Podobno je miR-21-5p povezana z signalno potjo Ras in obenem še s potmi 
NTRK, BMP, receptor tirozin kinaze in PI3K:FGF. Analiza za miR-138-5p ni odkrila nobenih 









4.5.3 Izražanje miRNA v eksosomih in njihovih starševskih celicah 
 
V naslednjih korakih smo primerjali izražanje izbranih miRNA v celicah in eksosomih (Slika 32, 
Preglednica 16). Rezultati prikazujejo, da je bilo izražanje miR-9-5p v celicah NCH421k 
signifikantno višje v primerjavi z ostalimi celičnimi tipi (p<0,0001 za vse tipe celic). Podobno je 
omenjena miRNA bila tudi nadizražena v eksosomih celic NCH421k v primerjavi z eksosomi 
celic NCH644, U87MG, U251MG in astrocitov (p=0,0048 za U251 in p<0,0001 za U87MG, 
NCH644 in astrocite). MiR-21-5p je bila nadizražena v astrocitih v primerjavi z NCH644 
(p=0,0052) in NCH421K (p=0,0042), medtem kot med eksosomi posameznih celičnih linij ni 
bilo nobenih razlik. MiR-124-3p je bila nadizražena v obeh glioblastomskih matičnih celicah, 
NCH644 in NCH421k, v primerjavi z astrociti (p<0,0001 in p=0,0075). V eksosomih celicah 
NCH644 je bilo izražanje miR-124-3p znatno večje v primerjavi z izražanjem v ostalih celicah 
(p<0,0001 pri U251MG, U87MG in astrocitih, p=0,0002 pri NCH421k). Pri eksosomih astrocitov 
je bilo izražanje miR-124-3p pod mejo detekcije. Izražanje miR-138-5p je bilo v celicah U87MG 
znatno večje v primerjavi z vsemi ostalimi celicami (p<0.0001 za vse celice), medtem ko je bilo 
izražanje v eksosomih celic U87MG znatno večje le v primerjavi z izražanjem v U251MG 






Slika 32: Relativno izražanje miRNA v eksosomih in njihovih starševskih celicah glioblastomskih celičnih linij in 
astrocitov. Prikazane so povprečne vrednosti  ± SD. Statistično značilnost smo za podatke, ki so sledili Gaussovi 
porazdelitvi, določili z uporabo testa enosmerna ANOVA, za podatke, ki niso sledili Gaussovi porazdelitvi, pa s 


















Preglednica 16: Statistična analiza qPCR rezultatov miRNA izražanja v eksosomih in njihovih starševskih 
celicah.  







U251 vs NCH421k ** 0,0048 U251 vs U87 ** 0,0028 
U87 vs NCH644 * 0,0362 U251 vs NCH421k **** <0,0001 
U87 vs NCH421k **** <0,0001 U87 vs NCH644 * 0,0284 
NCH644 vs NCH421k **** <0,0001 U87 vs NCH421k **** <0,0001 
NCH421k vs astrociti **** <0,0001 NCH644 vs NCH421k **** <0,0001 








  NCH644 vs astrociti ** 0,0052 








 U251 vs NCH644 **** <0,0001 U251 vs NCH644 **** <0,0001 
U87 vs NCH644 **** <0,0001 U251 vs NCH421k ** 0,0092 
NCH644 vs NCH421k *** 0,0002 U87 vs NCH644 ** 0,0028 
NCH644 vs astrociti **** <0,0001 NCH644 vs astrociti **** <0,0001 








 U251 vs U87 * 0,0301 U251 vs U87 **** <0,0001 
   U87 vs NCH644 **** <0,0001 
   U87 vs NCH421k **** <0,0001 







ns   
U87 vs NCH421k *** 0,0007 
U251 vs U87 * 0,013 
NCH644 vs NCH421k * 0,0242 
NCH421k vs astrociti * 0,0140 















4.5.4 Izražanje genov v eksosomih in njihovih starševskih celicah 
 
V naslednjem koraku smo preverili izražanje mRNA v eksosomih in njihovih starševskih celicah 
U251MG, U87MG, NCH644 in astrocitih (Slika 33, Preglednica 17). Rezultati celične linije 
NCH421k niso prikazani, ker je bilo izražanje referenčnih genov pod mejo detekcije. Izražanje 
gena TRIM28 je bilo v celicah NCH644 statistično značilno večje kot v astrocitih, medtem kot 
v odgovarjajočih eksosomih ni bilo nobenih razlik. Izražanje gena TUFM je bilo statistično 
značilno večje v celicah NCH644 v primerjavi z U251MG, U87MG in astrocitih, tako v celicah 
kot tudi v odgovarjajočih eksosomih. Izražanje gena NCL je bilo v celicah NCH644 večje kot v 
U87MG in astrocitih. Izražanje gena VIM pa je bilo v celicah statistično značilno večje v 
glioblastomskih zrelih celicah U251MG in U87MG v primerjavi z izražanjem v celicah NCH644, 
medtem ko je izražanje tega gena v eksosomih celic U251MG in U87MG bilo statistično večje 
kot v celicah NCH644 in astrocitih. Izražanje gena NAP1L1 je bilo v celicah NCH644 statistično 
značilnovečje kot pri ostalih celicah. Izražanje gena DPYSL2 v eksosomih celic NCH644 in 
U87MG je bilo statistično značilno večje kot izražanje v eksosomih astrocitov. Podobno je bilo 
tudi izražanje gena CRMP1 statistično značilno večje v eksosomih celic NCH644 v primerjavi z 
eksosomi vseh ostalih celic, in podobno tudi v celicah NCH644 v primerjavi z ostalimi celicami. 
Izražanje gena ALYREF je bilo statistično značilno večje v eksosomih celic NCH644 v primerjavi 
z astrociti. Izražanje genov SPRY1 in FREM2 v eksosomih ni pokazalo nobenih statistično 
značilnih razlik med posameznimi tipi celic.  
Iz rezultatov lahko sklepamo, da sta eksosomalna gena TUFM in CRMP1 potencialna 
označevalca glioblastomskih matičnih celic, eksosomalni VIM pa potencialni označevalec bolj 






Slika 33: Relativno izražanje mRNA v eksosomih in njihovih starševskih celicah glioblastomskih celičnih linij in 
astrocitov. Prikazane so povprečne vrednosti  ± SD. Statistično značilnost smo za podatke, ki so sledili Gaussovi 
porazdelitvi, določili z uporabo testa enosmerna ANOVA, za podatke, ki niso sledili Gaussovi porazdelitvi, pa s 









Preglednica 17: Statistična analiza qPCR rezultatov mRNA izražanja v eksosomih in njihovih starševskih celicah.  
gen 
 eksosomi celice 
 p-vrednost p-vrednost 
TRIM28 NCH644 vs. astrociti ns  *** 0,0009 
TUFM 
U251MG vs. NCH644 **** < 0,0001 **** < 0,0001 
U87MG vs. NCH644 **** < 0,0001 **** < 0,0001 
NCH644 vs. astrociti **** < 0,0001 **** < 0,0001 
NCL 
U87MG vs. NCH644 * 0,0418 **** < 0,0001 
NCH644 vs. astrociti ns  **** < 0,0001 
VIM 
U251 vs NCH644 **** <0,0001 ** 0,007 
U251 vs astrociti **** <0,0001 ns  
U87 vs NCH644 *** 0,0003 *** 0,0001 
U87 vs astrociti **** <0,0001 * 0,019 
NAP1L1 
U251 vs U87 * 0,0466 * 0,0167 
U251 vs astrociti *** 0,0002 ns  
U251MG vs. NCH644 ns  **** < 0,0001 
U87MG vs. NCH644 ns  **** < 0,0001 
 NCH644 vs astrocytes * 0,03 **** < 0,0001 
DPYSL2 
U87MG vs. astrociti * 0,0281 ns  
U251MG vs. U87MG ** 0,0039 ns  
U251MG vs. NCH644 **** < 0,0001 ** 0,0013 
NCH644 vs. astrociti ** 0,0039 ns  
CRMP1 
U87MG vs. NCH644 *** 0,0002 *** 0,0004 
U251MG vs. NCH644 *** 0,0002 **** < 0,0001 
U87MG vs. astrociti ns  ** 0,0023 
NCH644 vs. astrociti *** 0,0003 *** 0,0006 
ALYREF 
U251MG vs. astrociti ns  *** 0,0001 
U87MG vs. NCH644 ns  *** 0,0007 
NCH644 vs. astrociti ** 0,0077 **** < 0,0001 
SPRY1 
U87MG vs. astrociti ns  **** < 0,0001 
NCH644 vs. astrociti ns  *** 0,0003 
FREM2 
U251MG vs. U87MG ns  ** 0,0025 
U87MG vs. NCH644 ns  * 0,012 
NCH644 vs. astrociti ns  **** < 0,0001 










4.5.5 Izražanje proteinov v eksosomih in njihovih starševskih celicah 
 
V zadnjem koraku smo preverili izražanje antigenov na proteinski ravni v eksosomih in njihovih 
izvornih celicah (Slika 34, Slika 35). Rezultati prenosa western prikazujejo, da je izražanje 
proteinov TRIM28, TUFM, DPYSL2 in ALYREF v NCH644 večje v primerjavi z izražanjem v  
celicah celičnih linij U251MG, U87MG in astrocitih. Izražanje nukleolina je bilo večje pri 
U251MG v primerjavi z ostalimi linijami, izražanje vimentina pa večje pri U251MG in U87MG 
v primerjavi z NCH644 in astrociti. Izražanje NAP1L1 je bilo večje v astrocitih v primerjavi z 
vsemi ostalimi tipi celic. Izražanje CRMP1 pa je bilo večje pri U87MG  v primerjavi z vsemi 
ostalimi tipi celic. 
Za razliko od celic, smo lahko referenčni protein beta-aktin lahko zaznali le v eksosomih 
astrocitov (Slika 34b). Od vseh testiranih antigenov smo v eksosomih zaznali le ALYREF 
(eksosomi celic NCH644) in DPYSL2 (v eksosomih astrocitov, U87MG in U251MG). Signal 
DPYSL2 pri celicah se kaže v več lisah, pri eksosomih pa le v eni lisi, veliki okoli 60 kDa, kar tudi 
ustreza velikosti proteina 62 kDa (145). Zaradi razlik v lisah med eksosomi in celicami, bi za 
nadaljnjo potrditev prisotnosti DPYSL2 v eksosomih morali poskus ponoviti še z drugim 
primarnim protitelesom proti DPYSL2.  
 
 
Slika 34: Izražanje antigenov na proteinski ravni v U251MG, U87MG, NCH644 in astrocitih. Izražanje antigenov 





Slika 35: Analiza signalov pri prenosu western. Na grafih so prikazane relativne intenzitete lis izbranih antigenov 
























GBM je eden od  najbolj smrtonosnih rakov s povprečnim preživetjem 14 mesecev po 
postavitvi diagnoze, zato so nova terapevtska sredstva nujno potrebna (13). V doktorskem 
delu smo obravnavali uporabo nanoteles, kot sodoben pristop zdravljenja, ki temelji na 
bioloških zdravilih. Ovrednotili smo osem različnih nanoteles proti možnim označevalcem 
glioblastoma: TRIM28, nukleolin, vimentin, NAP1L1, TUFM, DPYSL2, CRMP1 in ALYREF. Vsa 
nanotelesa so bila odkrita in opredeljena  v predhodnih študijah (43, 61, 113). Vsi omenjeni 
antigeni so v povezavi z GBM v znanstveni literaturi že bili omenjeni (Preglednica 1), vendar v 
večini primerov njihov terapevtski potencial ni poznan.  
V doktorskem delu smo najprej primerjali izražanje izbranih antigenov (označevalcev GBM) v 
glioblastomskih celičnih linijah v primerjavi z astrociti in določili njihovo lokacijo v celici. 
Lokacija in stopnja izražanja antigenov v celicah je namreč pomemben podatek pri oblikovanju 
novih terapevtikov. Ugotovili smo, da se nukleolin nahaja v jedrih, citoplazmi in na membrani 
rakavih celic. Lokacija na membrani je sicer neobičajna za normalne celice in je resnično bolj 
značilna za rakave celice (146). Izražanje TIM28, vimentina in NAP1L1 je bilo v glioblastomskih 
celicah večje v primerjavi z astrociti, medtem ko je izražanje ALYREF in TUFM bilo prisotno tako 
v glioblastomskih celicah kot tudi v astrocitih. Proteina DPYSL2 in CRMP1 sta bila prisotna tako 
v citoplazmi kot v jedru proučevanih celic. Neobičajna jedrna lokacija DPYSL2 je značilna za 
rakave celice (53), medtem ko smo neobičajno jedrno lokacijo CRMP1 prvič opisali v 
znanstvenem članku (121).  
V nadaljevanju smo analizirali izražanje omenjenih antigenov v tkivu GBM in glioma nižje 
stopnje in v normalni možganovini. Antigeni, ki imajo visoko stopnjo izražanja v GBM, hkrati 
pa se ne izražajo v normalni možganovini so namreč preferenčna tarča za ciljanje tumorja. 
Rezultati kažejo, da izražanje vimentina ni bilo prisotno v celicah glije in nevronih normalne 
možganovine, medtem ko je bilo prisotno tako v tkivu GBM kot tudi glioma nižje stopnje. V 
pogledu izražanja je vimentin lahko tudi statistično značilno razlikoval med GBM in gliomi nižje 
stopnje. Izražanje TUFM, DPYSL2 in CRMP1 je bilo prisotno v tkivu GBM, medtem ko TUFM v 
normalni možganovini ni bil prisoten, DPYSL2 in CRMP1 pa le v njenih nevropilih, ne pa tudi v 
celicah glija in nevronih. TRIM28 in ALYREF sta se izražala tako v GBM kot tudi v gliomu nižje 




pa izražal v GBM in gliomu nižje stopnje, vendar ne v vseh primerih  bolnikov. Z validacijo 
antigenov smo tako ugotovili, da se NAP1L1, vimentin, TUFM in CRMP1 močno izražajo v 
analiziranih vzorcih glioblastoma (celice in tkiva), hkrati pa so prisotni v manjši meri oz. niso 
prisotni v referenčnih vzorcih. Iz tega lahko sklepamo, da so omenjeni proteini povezani z 
malignostjo glioblastoma in morebitna tarča za ciljanje GBM.  
V naslednjem koraku smo ovrednotili primernost nanoteles za specifično ciljanje glioblastoma. 
Nanotelesa imajo v primerjavi s klasičnimi protitelesi precej prednosti kot so visoka stabilnost, 
enostavna proizvodnja in velika afitniteta za odgovarjajoče tarčne antigene (68, 69, 71). Prav 
tako obstajajo dokazi, da lahko nekatera nanotelesa spontano prehajajo skozi krvno-
možgansko pregrado (83). Celice GBM celičnih linij U251MG, U87MG in ko-kultur NCH in 
astrocite smo inkubirali z nanotelesi v dveh različnih koncentracijah in njihov učinek primerjali 
z učinkom kemoterapevtika TMZ pri koncentraciji 50 μM oz. tisti koncentraciji, ki naj bi 
prehajala v možgane pri okvarjeni krvno-možganski pregradi (147). TMZ pri nobeni od 
testiranih koncentracij ni imel citotoksičnega učinka na astrocite, medtem ko se je preživetje 
glioblastomskih celic zmanjšalo za 16-31 %. Nanotelesa Nb10, Nb79, Nb179 so imela 
citotoksičen efekt na vse celične linije, nanotelesi Nb79 in Nb179 pa pri U251MG celo močnejši 
učinek kot TMZ (Preglednica 9), vendar so vsa omenjena nanotelesa (Nb10, Nb79, Nb179) pri 
višji koncentraciji imela tudi citotoksičen učinek na astrocite. Največji učinek na 
glioblastomske matične celice je imelo nanotelo Nb225, ki je zmanjšalo njihovo preživetje za 
30 % in imelo večji učinek v primerjavi s TMZ, bilo pa je brez citotoksičnega vpliva na astrocite. 
Določili smo tudi vpliv kombinacije nanoteles in 50 μM TMZ v pogledu preživetja celic in 
ugotovili, da sta samo nanotelesi Nb10 in Nb394 imeli močnejši učinek na glioblastomske 
celice v primerjavi s samim nanotelesom in samim TMZ.  
Nato smo za optimizacijo sheme tretiranja na podlagi predhodnih rezultatov 
(imunocitokemija, imunohistokemija in metabolni testi) izbrali štiri nanotelesa:  Nb79 (anti-
VIM), Nb179 (anti-NAP1L1), Nb225 (anti TUFM) in Nb314 (anti-DPSYL2). Njihove koncentracije 
smo izbrali na podlagi citotoksičnosti za astrocite in zato Nb225 testirali pri 100 μg/mL, ostala 
nanotelesa pa pri 10 μg/mL. Največji vpliv na glioblastomski celični liniji rakavih matičnih celic 
NCH644 in NCH421k je imela kombinacija nanoteles Nb79 in Nb179, ki pa ni zmanjšala 
preživetja celic za več kot 20 %. Največji vpliv na celice glioblastomske celične linije U87MG je 




%,  kombinacija nanoteles Nb225 in Nb314 pa je zmanjšala preživetje celic glioblastomskih 
celičnih linij U251MG in U87MG za približno 25 %.  
V zadnjem koraku validacije nanoteles smo določili vpliv dveh odmerkov TMZ oziroma 
nanoteles na preživetje celic. Dva odmerka 50 μM TMZ nista vplivala na glioblastomske 
matične celice in tudi ne na astrocite, sta pa zmanjšala preživetje celic U251MG za 60 %, 
presenetljivo pa se je preživetje celic U87MG povečalo, in sicer kar za trikrat. Možen vzrok za  
preživetje oziroma za tako veliko povečanje proliferacije celic je povečanje njihove metabolne 
aktivnosti, saj test WST, ki smo ga uporabili, določa preživetje celic posredno preko merjenja 
metabolne aktivnosti celic (148). Različni odziv na TMZ pa lahko pripišemo veliki heterogenosti 
celic tumorja (149).  
V nadaljevanju smo preverili preživetje celic po inkubaciji 2x 72 h z istim ali različnim 
nanotelesom. Največji vpliv je imelo zaporednjo tretiranje celic z Nb79 in Nb225. Nanotelo 
Nb79 je namreč zmanjšalo preživetje celic U87MG za več kot 50 % ter U251MG, NCH644 in 
NCH421k za 30-40 %. Zaporedno tretiranje z Nb225 pa je imelo izjemno citotoksičen učinek 
na obe glioblastomski matični celični liniji, saj je zmanjšalo preživetje NCH421k za več kot 40 
%, NCH644 pa kar za približno 80 %. Visoko citotoksičnost nanotelesa anti-TUFM smo že opisali 
v predhodnih raziskavah (43). Zaporedno tretiranje z nanotelesi je bilo do določene mere 
citotoksično za astrocite, vendar je bil učinek pri glioblastomskih celicah v večini primerov večji 
kot pri astrocitih.  
Migracijski testi kažejo, da nobeno nanotelo ni znatno zmanjšalo migracije astrocitov, za 
razliko od tiste pri glioblastomskih celicah. Največji vpliv na migracijo celic U87MG je imelo 
nanotelo Nb79, ki cilja vimentin, saj je popolnoma zaustavilo migracijo celic U87MG in za 
približno 25 % zmanjšalo migracijo celic U251MG. Razliko za občutljivost omenjenih celic na 
Nb79 bi lahko pripisali trikrat večjemu izražanju vimentina v celicah U251MG v primerjavi z 
U87MG (Slika 35). Vimentin je eden izmed označevalcev epitelijsko-mezenhimske tranzicije 
(EMT), procesa, kjer rakave celice izgubijo epitelijski fenotip in pridobijo mezenhimske 
lastnosti, vključno s sposobnostjo migracije (48). Njegova vloga pri EMT naj bi bila celo ključna 
in naj bi preko delovanja pri različnih signalnih poteh (npr. TGF-ß) spodbujala invazijo tumorja 
(150). Do sedaj je bilo odkritih že kar nekaj spojin, ki ciljajo vimentin, npr. withaferin A, 
simvastatin in ajoene (151-153). Naši rezultati tako kažejo, da nanotelelo Nb79 ne deluje samo 




V naši študiji smo testirali le omejeno število tipov celic in vse glioblastomske celice, ki smo jih 
uporabili, so celice komercialno dostopnih glioblastomskih celičnih linij. Ker je GBM izjemno 
heterogen tumor, bi s testiranjem primarnih celic glioblastoma zagotovo lahko pridobili boljše 
razumevanje glede vpliva nanoteles na GBM. Za testiranje nanoteles bi lahko uporabili tudi 
3D-model tumorja ali pa in vivo modele GBM (npr. ribe cebrice ali miške) (85, 154, 155). 
Namesto aplikacije dveh nanoteles, bi za nadaljnje poskuse lahko tudi uporabili bi-specifično 
nanotelo oz. med seboj povezali dve ali celo več nanoteles, kar bi bila velika prednost pri 
aplikaciji in vivo, saj so nanotelesa načeloma premajhna in imajo prenizek razpolovni čas, da 
bi pri sistemski aplikaciji lahko v telesu dosegla primeren terapevtski učinek. Bispecifično 
nanotelo bi tudi zmanjšalo možnost vezave na neželene tarče in bi ojačalo interakcijo z izbrano 
tarčo (156). Vsi, v naši študiji izbrani antigeni, ki jih ciljajo nanotelesa, se nahajajo v citosolu 
in/ali v drugih celičnih organelih. V tej študiji (Slika 29) in v predhodnih študijah (43) smo 
pokazali, da nanotelesa vstopajo v celice, vendar samega mehanizma internalizacije nismo 
raziskovali. Možno je, vsaj v literaturi je tako zaslediti, da nanotelesa vstopajo v celice z 
endocitozo in iz endosomov izstopijo preko »endosomalnega pobega«, npr. z destabilizacijo 
membrane in brstenjem veziklov in njihovim pokom (157). Njihov izstop iz celic lahko 
povzročimo z uporabo tako imenovanih "protonskih spužvic" (diamini, ki so absorbenti 
protonov) in osmotske lize, kar je tudi še posebno značilno za delovanje kationskih peptidov 
(157). Več raziskav je namreč pokazalo, da lahko histidini, ki so pozitivno nabite aminokisline 
pri fiziološkem pH, preko protonacije imidazolne skupine olajšajo »endosomalni pobeg« (157-
161). Kljub temu pa je potrebno omeniti, da je »endosomalni pobeg« precej neučinkovit, saj 
se v citosol lahko sprosti le nekaj odstotkov vsebine (157).  Glede na to, da so nanotelesa do 
določene mere citotoksična za astrocite, bi se z uporabno tarčnih dostavnih sistemov lahko 
izognili neželenim učinkom na astrocite, obenem pa tudi povečali učinkovitost nanoteles. Ena 
izmed možnosti je usmerjanje dostavnega sistema proti rakavim celicam z nanotelesom, ki je 
specifično za membranske proteine določenega tipa celic, npr. za glioblastomske matične 
celice ali pa aplikacija neposredno na mesto tumorja, npr. med kirurškim posegom (119, 120, 
162-165).  
Z uporabo nanoteles smo sicer dosegli citotoksičen učinek na glioblastomske celice, vendar 




Ena izmed možnih oblik dostavljalcev, ki smo jo uporabili tudi v naši študiji za sestavo sistema 
za vnos nanoteles v celice, so eksosomi. Ti imajo namreč precej prednosti pred liposomi kot 
so npr. večji razpolovni čas, manjša citotoksičnost, obsežnejši vnos v celico in hitrejše 
prehajanje v tkiva (95-99). Nanotelo, ki smo ga želeli zapakirati v eksosome, je Nb79 (anti-
vimetin), za katerega smo v študiji pokazali, da deluje citotoksično na glioblastomske celice in 
zmanjša oz. inhibira njihovo migracijo.  
Prvi način pakiranja nanoteles, ki smo ga analizirali, je posreden vnos nanoteles v eksosome 
preko inkubacije nanoteles s celicami. Prednost tega načina pakiranja je predvsem izogib 
potencialnim škodljivim vplivom manipulacije eksosomov po njihovi izolaciji. Najprej smo 
uspešno dokazali, da nanotelesa lahko sama vstopajo v celice (Slika 29). Na osnovi 
predpostavke, da tumorski eksosomi prednostno ciljajo tumorske tarčne celice, smo za  
inkubacijo uporabili celice glioblastomske celične linije U251MG, kjer smo se morebitni 
citotoksičnost želeli izogniti s krajšo, 24-urno inkubacijo. Opazili smo, da je samo nanotelo 
sicer delovalo močno citotoksično na celice, vendar v izoliranih eksosomih/zunajceličnih delcih 
nanoteles nismo opazili. Možno je, da je bil omenjeni čas inkubacije predolg in/ali je za poskus 
ta celična linija neprimerna. Nanotelo Nb79 je namreč na celice U251MG delovalo 
citotoksično, v poskusih apoptoze pa smo pokazali, da že po 24 urah inkubacije povzroča 
njihovo apoptozo (Slika 16). Pri apoptozi celice namreč izločajo apoptotska telesa, ki so lahko 
v istem velikostnem območju kot eksosomi (90), zato težko določimo vpliv samih eksosomov 
na celice.  
Zato smo nadaljevali s poskusom pakiranja neposredno v eksosome, kjer smo izhajali iz študije 
Haney in sodelavci (104). Prisotnost nanoteles v eksosomih smo poskušali preverjati z 
barvanjem eksosomov z rdečim fluorescenčnim barvilom DiL, ki barva njihove membrane, 
vendar smo pri tem opazili dve pomembni težavi. Barvilo DiL je namreč tvorilo večje 
komplekse in barvalo tudi delce gojišča po ultracentrifugiranju. Pojav tvorjenja kompleksov z 
barvili, ki barvajo membrano eksosomov, so v znanstveni literaturi že bili opisani (Pužar 
Dominkuš s sodelavci, (166)). Tudi  Takov s sodelavci je opisal, da lahko barvila za membrane 
nespecifično barvajo izolirane nečistoče. Pokazali so namreč, da se barvilo veže na FBS 
(dodatek pri gojenju celičnih linij) v raztopini, ki ni vsebovala eksosomov (167). Zaradi 
neuspešnosti barvanja z DiL smo se zato odločili, da bomo prisotnost eksosomov analizirali s 




Obdelava vzorcev je potekala po priporočilih MISEV 2018 (143). Nanotelesa smo uspešno 
zapakirali z uporabo 0,4% saponina (20-min ali 40-min inkubacija) ali s sonikacijo (2x6 ciklov; 
4 s/2 s pavze) in vsi trije protokoli so bili približno enako uspešni. Pakiranje je bilo uspešno tudi 
pri pasivnem prehodu (inkubacija 24 h pri sobni temperaturi), a v mnogo manjši meri kot pri 
prej omenjenih protokolih. Vsi načini pakiranja, ki so bili uspešni, imajo tudi določene 
potencialne slabosti. Saponin je namreč hemolitična in citotoksična spojina (168), zato ga je 
potrebno v celoti odstraniti pred aplikacijo na celice ali v živalski model. Po drugi strani pa je 
slabost uporabe sonikacije, kot so pokazali Haney in sodelavci (104), predvsem možna 
sprememba morfologije eksosomov.  
Pred nadaljnjo uporabo eksosomov z nanotelesi v bioloških poskusih bi zato bilo potrebno z 
elektronsko mikroskopijo preveriti morfologijo eksosomov in z detekcijo FITC nedvoumno 
dokazati prisotnost nanoteles v notranjosti  eksosomov. Obenem bi lahko z uporabo metode 
ELISA ter umeritvene krivulje nanotelesa natančno določili, kolikšna količina nanoteles je 
prisotna v eksosomih, in nato primerjali možen citotoksičen vpliv eksosomov, ki vsebujejo 
nanotelesa, in iste količine prostih nanoteles na celice.  
Eksosomi so poleg tega, da so lahko osnova nekega dostavnega sistema, tudi izjemno 
obetaven vir biooznačevalcev. Pri vseh rakih, še posebno pa pri GBM so nujno potrebni 
biooznačevalci, ki bi bili prisotni v krvi ali cerebrospinalni tekočini in ki bi lahko opredelili 
bolezen ali napovedali potek bolezni. Slikanje z magnetno resonanco namreč ne razlikuje v 
celoti med GBM in ostalimi možganskimi tumorji, zato se diagnoza običajno določi z biopsijo, 
ki pa jo je včasih zaradi težko dostopnega tumorja težko izvesti, prav tako pa ni rečeno, da bo 
vzorec biopsije odražal naravo celotnega tumorja (169). V zadnjem delu doktorske naloge smo 
zato obravnavali prisotnosti izbranih antigenov TUFM, TRIM28, vimentin, NAP1L1, DPYSL2, 
CRMP1 in ALYREF v eksosomih v primerjavi s prisotnostjo v njihovih izvornih celicah, in sicer 
na ravni mRNA in proteinov. V omenjenih bioloških vzorcih smo preverili tudi prisotnost 
miRNA, ki ciljajo nekatere od genov teh antigenov. Del spodaj predstavljenih rezultatov je bil 
objavljen v eni od naših objav (170). 
MiRNA smo izbrali na podlagi tvorbe para miRNA-mRNA z veliko verjetnostjo, in sicer na 
osnovi podatkovnih nizov TargetScan (122), miRDB (123, 124) in DIANA microT-CDS (125, 126) 
(Preglednica 14). MiRNA, ki smo jih izbrali, so miR-1-3p, miR-124-3p, miR-21-5p, miR-9-5p in 




pojavilo predvsem pri miR-138-5p, ki, v skladu s TargetScan in miRDB, uravnava gen VIM, in, v 
skladu z microT-CDS,  cilja gen NCL. Gen VIM je bil kot neposredna tarča miR-138-5p že opisan 
v literaturi (171, 172). Nadalje, naši rezultati kažejo, da je izražanje druge izbrane miRNA, miR-
9-5p, večje tako v celicah NCH421k kot tudi v njihovih eksosomih v primerjavi z ostalimi 
proučevanimi celicami. Podobno so Schraivogel in sodelavci (173) pokazali visoko izražanje 
miR-9 v CD133+ glioblastomskih matičnih celicah, medtem ko so Tezcan in sodelavci pokazali 
njeno nižje izražanje v glioblastomskih matičnih celicah, vendar brez statistične značilnosti 
(174). Rezultati naše analize signalnih poti kažejo, da miR-9 sodeluje pri signalnih poteh, ki so 
že bile opisane v povezavi z malignostjo, npr. signalne poti Ras, ErbB, aktinskega citoskeleta in 
preko nevrotrofina (175-178). MiR-9 je tudi že bila opisana v povezavi z rezistenco na 
temozolomid (179), ki je sicer značilna za glioblastomske matične celic (35). Izražanje tretje 
izbrane miRNA, miR-21-5p, je v naših poskusih bilo nižje v glioblastomskih matičnih celicah v 
primerjavi z astrociti. Izražanje miR-21 je že bilo opisano v povezavi z bolj diferenceranim 
fenotipom celic in v negativni povezavi z matičnostjo (180, 181). Ta miRNA je tudi že bila 
predlagana kot označevalec GBM, prisoten v eksosomih cerebrospinalne tekočine (112), 
vendar naši rezultati ne kažejo razlik v njenem izražanju med eksosomi posameznih vrst celic.  
Rezultati analize signalnih poti kažejo, da miR-21-5p sodeluje v signalih poteh Ras, NTRK, BMP, 
RTK, MET/PI3K/AKT in FGFR, ki so že bile opisane v povezavi z GBM (182-184). Četrta izbrana 
miRNA, MiR-124-3p, je bila nadizražena v glioblastomskih matičnih celicah NCH644 v 
primerjavi z astrociti, in sicer tako v celicah kot tudi eksosomih, pri čemer je bilo izražanje v 
astrocitih celo pod mejo detekcije. Odsotnost miR-124-3p v astrocitih je tudi že bila opisana v 
predhodnih raziskavah (185). MiR-138-5p je bila že opisana kot tumorje zaviralni dejavnik ali 
onkogen (186-188). Zanimivo je, da z uporabo podatkovnega niza WebGestallt nismo dobili 
nobenega zadetka s FDR manjšim od 0,05, kar verjetno nakazuje na to, da je vloga miR-138-
5p še precej nepoznana. Obe miRNA, miR-138-5p in miR-124-3p, ciljata gen VIM, ki je bil 
povišano izražen v eksosomih diferenciranih glioblastomskih celičnih linij v primerjavi z 
NCH644 in astrociti. Analiza prisotnosti genov pa je pokazala tudi to, da sta, za razliko od VIM, 
bila gena TUFM in CRMP1 nadizražena v eksosomih rakavih matičnih celic NCH644 v primerjavi 
z vsemi ostalimi celicami. Hkrati je bil profil izražanja genov v izvornih celicah zelo podoben 
profilu izražanja v njihovih odgovarjajočih eksosomih pri vseh genih razen pri NAP1L1 in SPRY1, 
kar nakazuje na specifičnost pakiranja NAP1L1 mRNA in SPRY1 mRNA v eksosome. Iz 




potencialni eksosomalni označevalci glioblastomskih matičnih celic, medtem ko je gen VIM 
potencialni označevalec glioblastomskih diferenciranih celic. Da bi natančneje opredelili 
omenjene gene in njihove regulatorne miRNA kot možne uporabne označevalce, bi morali 
uporabiti eksosome, izolirane iz krvi ali cerebrospinalne tekočine bolnikov. V krvi bolnikov z 
GBM so do sedaj bili preiskovani že znani in dobro ovrednoteni biomarkerji GBM, kot npr. 
MGMT (189) in EGFRvIII (128, 190), in pa tudi nekateri drugi, npr. miR-21, miR-124-3p in miR-
222 (112, 191).  
V eksosomih smo v naši študiji lahko ugotovili prisotnost tako miRNA, kot tudi mRNA, ki naj bi 
bile v eksosomih sicer slabše zastopane. Wei s sodelavci, ki je proučeval zastopanost 
posameznih vrst RNA v eksosomih glioblastomskih matičnih celic, je tako ugotovil, da je v 
eksosomih obogatena predvsem miRNA, medtem ko je mRNA slabše zastopana, daljše mRNA 
pa so prisotne le v obliki fragmentov (192). Izračunali so povprečno število RNA na ZV in 
ugotovili, da so v ZV najbolj prisotne rRNA, fragmenti ponovitve in snRNA (več kot ena 
kopija/ZV), medtem ko se miRNA pojavlja povprečno le z 1 eno kopijo na ZV, mRNA pa z 1 
kopijo na 10 ZV (192). Kljub nižji zastopanosti v eksosomih, pa so eksosomalne mRNA vseeno 
izjemno obetaven vir biooznačevalcev. Shao s sodelavci je preiskoval mRNA v eksosomih 
bolnikov z GBM. Ugotovili so, da lahko kombinacija EPHA2 mRNA in EGFR mRNA z 90% 
točnostjo identificira GBM. Ugotovili so tudi, da je izražanje MGMT mRNA v eksosomih 
značilno višje pri bolnikih z ne-metiliranim promotorjem MGMT, medtem ko je bila raven 
izražanja pri zdravih kontrolah in bolnikih GBM z metiliranim promotorjem MGMT nižja (189). 
Muller s sodelavci pa je preiskoval eksosomalne RNA pri bolnikih z gliomom, ki so prejeli proti-
tumorsko cepivo (193). Ugotovili so, da so nekatere mRNA, kot npr. IL-8 in TGF-ß, primerne pri 
ovrednotenju odziva na terapijo. Molekule mRNA v eksosomih so tako lahko primerne kot 
diagnostični označevalci kot tudi označevalci, ki napovejo odziv na določeno obliko zdravljenja.  
V naši študiji smo v zadnjem koraku še preverili prisotnost izbranih antigenov v eksosomih na 
proteinski ravni. Rezultati prenosa western kažejo, da so v celicah NCH644 v primerjavi z 
ostalimi celicami najbolj izraženi proteini TRIM28, TUFM, DPYSL2 in ALYREF. Za razliko od 
prisotnosti mRNA in miRNA v eksosomih, so bili proteini antigenov v večini primerov v njih pod 
mejo detekcije ali pa v eksosomih sploh niso bili prisotni. Celo referenčni protein beta-aktin je 
bil prisoten le v eksosomih astrocitov, od ostalih testiranih proteinov pa je bil v eksosomih 




celic U251MG, U87MG in astrocitov. Rezultati analize antigenov kažejo, da so ti na proteinski 
ravni zastopani v precej manjši meri kot na ravni mRNA. Omeniti velja, da je tudi znanstvene 
literature na tem področju manj v primerjavi z objavami, ki zajemajo RNA. V eksosomih 
glioblastomskih celic so opisani predvsem proteini, ki so povezani s procesom invazije in 
angiogenezo (194, 195). Uporabnost proteinov v eksosomih,  kot potencialnih 
biooznačevalcev v krvi,  ima predvsem dve prevladujoči slabosti: v krvi je namreč prisotnih 
ogromno drugih proteinov, npr. albumina, ki lahko zamaskira ostale proteine, ki so zastopani 
v manjši meri, v njej pa so tudi prisotni še ostali eksosomi, ne le tumorski (194).  
Če povzamemo, smo s proučitvijo potencialnih biooznačevalcev, prisotnih v eksososomih 
glioblastomskih celic, ugotovili, da so nekatere miRNA in mRNA, kot npr. miR-124-3p, miR-9-
5p, TUFM mRNA in CRMP1 mRNA, značilne za glioblastomske matične celice in jih predlagamo 
za nadaljnje stopnje ovrednotenja. Ker so glioblastomske matične celice najbolj agresiven tip 
tumorskih celic, omenjene RNA predlagamo za funkcionalne študije, v okviru katerih bi lahko 
v rakavih celicah izvedli njihovo utišanje in analizirali vpliv tega posega na preživetje, migracijo 
in invazijo celic ali pa npr. na izražanje označevalcev matičnosti. Zelo primerno bi tudi bilo, da 
bi omenjene miRNA in mRNA analizirali v krvi ali cerebrospinalni tekočini bolnikov z GBM v 
povezavi s agresivnostjo bolezni in preživetjem bolnikov. VIM mRNA predlagamo za 
označevalca diferenciranih glioblastomskih celic in bi ga zato lahko analizirali v eksosomih, 
izoliranih iz krvi ali cerebrospinalne tekočine bolnikov. Zavedamo se, da je naš nabor genov in 
miRNA kot tudi testiranih celic precej omejen. Poleg celičnih linij, ki smo jih uporabili v naši 
študiji, bi lahko analizirali tudi eksosome celic izoliranih neposredno iz bolnikov. Tovrstne 
celice namreč bolje predstavljajo sam tumor v primerjavi s komercialno dostopnimi celičnimi 
linijami. Za širši nabor miRNA in genov bi bilo tako primerno izvesti poskus na RNA- 
mikromrežah ali pa  z metodo sekvenciranja RNA v eksosomih bolnikov z GBM, kamor bi lahko 
poleg miRNA in mRNA lahko vključili tudi ostale (potencialno regulatorne) molekule RNA, npr. 
lncRNA. Vsekakor pa imajo molekule RNA v eksosomih kot označevalci ne samo GBM, temveč 








Glioblastom (GBM) je zelo zapletena bolezen in ena najsmrtonosnejših oblik raka. Zaradi 
izredno nizke stopnje preživetja so zato nujni novi načini zdravljenja, ki bi bili uspešnejši kot je 
obstoječe uveljavljeno zdravljenje. Eno izmed možnih načinov zdravljenja, ki smo ga 
obravnavali v doktorskem delu, je uporaba nanoteles, pristop, ki temelji na načelu bioloških 
zdravil. V doktorskem delu smo ovrednotili nanotelesa proti osmim možnim označevalcem 
GBM, ki smo jih ugotovili v predhodnih raziskavah. Z uporabo imunohistokemije smo ugotovili, 
da lahko vimentin razlikuje med GBM, gliomi nižje stopnje in normalno možganovino, medtem 
ko na osnovi izražanja biooznačevalcev TUFM, DPYSL1 in CRMP1 lahko razlikujemo med 
glioblastomom in normalno možganovino. S tem smo potrdili prvo hipotezo, ki predpostavlja, 
da so izbrani antigeni primerni za razločevanje med GBM in referenčno možganovino in med 
GBM ter nekaterimi podtipi glioma. Pokazali smo da so nanotelesa Nb79 (anti-vimentin), 
Nb179 (anti-NAP1L1), Nb225 (anti-TUFM) in Nb314 (anti-DPYSL2) primerna za delovanje na 
rakave glioblastomske celice in jih v tem pogledu zato predlagamo za nadaljnje raziskave. Še 
posebno velik je potencial ima nanotelo anti-TUFM (Nb225), ki po daljši izpostavljenosti celic 
močno zavira rast glioblastomskih matičnih celic in ima manjše učinke na astrocite. Nadalje, 
nanotelo anti-vimentin (Nb79) predlagamo kot sredstvo za zaviranje celične migracije. To 
nanotelo ima obenem tudi močan učinek na preživetje glioblastomskih matičnih celic, 
ponovno z manjšim učinkom na astrocite. Tako smo potrdili tudi drugo hipotezo, ki 
predpostavlja, da nanotelesa, usmerjena proti izbranim antigenom, vplivajo na citotoksičnost, 
apoptozo, migracijo in tvorjenje kolonij glioblastomskih rakavih celic. 
Z uporabo nanoteles smo sicer dosegli citotoksičen učinek na glioblastomske celice, vendar 
smo se zavedali dejstva, da bi bilo za nadaljnje predklinične poskuse potrebno dodatno razviti 
optimalno shemo ali posebne dostavne sisteme, da bi se izognili možnim citotoksičnim 
učinkom na astrocite in povečali učinkovitost dostave in samih nanoteles. Dostavni sistem z 
nanotelesi, ki smo ga razvili v naši študiji, temelji na eksosomih, ki so najmanjši zunajcelični 
vezikli. Preizkusili smo več načinov pakiranja nanoteles v eksosome in ugotovili, da sta najbolj 
primerni neposredni metodi pakiranja inkubacija s saponinom in sonikacija, medtem ko 
posredna metoda z inkubacijo celic z nanotelesi, ki naj bi se v celicah integrirala v eksosome, 




spremenjena morfologija eksosomov in, v primeru pakiranja z inkubacijo s saponinom, 
citotoksičen učinek tega reagenta, eksosomov, izoliranih po teh metodah nismo mogli 
uporabiti za poskuse vnosa nanodelcev v glioblastomske celice in s tem potrditi tudi tretjo 
hipotezo. Tudi zato, ke je bil posreden način pakiranja nanoteles v eksosome metoda izbora, 
saj smo pričakovali, da bi na ta način nanotelesa-vsebujoče eksosome iz celic glioblastomske 
celične linije izolirali v nativni obliki, kar pa nam ni uspelo. Pred nadaljnjimi poskusi aplikacije 
eksosomov na celice bi zato bilo potrebno predvsem preveriti morebitno spremenjeno 
morfologijo eksosomov po različnih načinih pakiranja in v primeru pakiranja z inkubacijo s 
saponinom, tega zaradi citotoksičnosti v celoti odstraniti. Kljub temu naši rezultati dajejo 
dobro podlago za nadaljnja preučevanja uporabe eksosomov kot dostavljalcev nanoteles in 
odpirajo nove možnosti za oblikovanje novejših, učinkovitejših zdravil za GBM, ki so osnovana 
na citotoksičnih nanotelesih in eksosomih kot komponent dostavnih sistemov. 
Eksosomi v pogledu problematike GBM niso le potencialni dostavljalci oz. komponente 
dostavnih sistemov, temveč so lahko tudi vir bio-označevalcev glioblastoma. Za GBM je 
običajno značilna prepozna diagnoza, tudi zaradi pomanjkanja dostopnih bio-označevalcev, ki 
bi diagnozo in prognozo lahko izboljšali in že na samem začetku omogočili izbiro oziroma 
določitev ustrezne terapije. V naši študiji smo ugotovili, da so v eksosomih prisotne nekatere 
vrste RNA, predvsem miR-9-5p, miR-124-3p, TUFM mRNA in CRMP1 mRNA, ki bi tudi lahko 
bile primerni označevalci glioblastomskih matičnih celic, medtem ko bi VIM mRNA lahko bila 
primeren označevalec eksosomov diferenciranih glioblastomskih celic. Nadaljnja validacija 
kandidatnih RNA seveda zahteva analizo večje kohorte vzorcev in na koncu še potrditev 
izbranih RNA v eksosomih, izoliranih iz različnih telesnih tekočin (kri, cerebrospinalna tekočina) 
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Priloga 2: Skupni tarčni geni miRNA. 
 Tarčni geni 
MiR-9-5p ONECUT2, YBX3, LYVE1, POU2F1, SLC50A1, TRPM7, AP1S2, PDK4, LDLRAP1, KCNJ2, 
SGMS2, MTHFD2, FRMD6, FSTL1, RIC3, LIN28B, PRDM6, RAB34, SLC31A2, ANK2, 
SFXN2, CLDN14, C2orf88, CXCL11, SOCS5, VAV3, RANBP17, MAGT1, CCNDBP1, 
GALNT3, GABRB2, CAPZA1, TNC, SLC10A3, TESK2, POU2F2, CCNG1, IPO4, SCRIB, 
TNFAIP8, RNF150, NID2, NXPE3, CALB2, FOXN2, MDGA2, KLF5, LEP, DYRK1B, MAEA, 
PCGF6, ENPEP, SMARCD2, EMB, ARMCX2, MYOCD, UBE3C, FYTTD1, YPEL2, MTMR2, 
SHC2, PIRT, FOXP4, MYH1, TRIM71, CMTR2, AP3B1, DOK6, C21orf91, ANO1, CCDC43, 
FAM19A5, KCNMB2, PRDM1, PI4K2A, LURAP1L, EIF4E3, TOMM20, DLX3, SEC23IP, 
NTNG1, SNX7, PRRX1, WASF2, ANP32B, NR5A2, GPR137C, ITGB4, CPEB2, ARID3B, 
GDNF, TMEM109, TBPL1, SUDS3, CCAR2, GCH1, GOT1, CCDC138, SIRT1, MAP3K2, 
OGDHL, GRHL1, RASSF3, DIXDC1, C1QL1, ALCAM, SPECC1L, VRTN, ALAD, M6PR, 
IGFBP3, PTAR1, PRPS2, EHD4, ITM2C, PALMD, DNAJC14, ZC3H12A, KCTD12, PCSK2, 
NAP1L1, CDK8, ZKSCAN1, DDHD2, COL15A1, RAB27B, DSE, INHBB, PAK4, IGF2BP2, 
SHC1, CSGALNACT1, SLC8A1, CHST15, ATL2, COL27A1, RHOJ, PANK3, CSNK1A1, 
IGF2BP3, ULK2, GMEB2, NEDD4, ZBED3, TRERF1, FAM13C, MAN1A2, TCF7, PBRM1, 
DIAPH2, CA7, P4HA2, BAG4, ENTPD5, STMN1, HLTF, VANGL1, ZNF354A, FGF5, 
POU2F3, LZTS2, LIN28A, RAB8A, UBE2Z, PARG, TMEM87B, KCNK4, CRYBG3, GZF1, 
FAM19A4, UHMK1, SMAP2, KLHL1, COL9A1, ITPRIPL2, GJA3, TGFBR2, CNTFR, 
HOXA11, MYO1C, TSC22D2, SRSF10, SYAP1, RNF111, SLC25A24, FREM2, ARHGAP24, 
ANKRD13A, ZBTB39, RNF19A, FBXL2, ERG, MAP3K3, SLC39A9, ESYT1, MYPN, OTUD3, 
ARID1A, RNF128, CCNE2, MAP2K7, DHX40, OTUD7B, CPEB4, ELOVL4, KLHL42, 
FAM117A, ZBTB41, VAT1, CRIM1, SHISA2, CCSER2, TTYH2, ZIC5, RNF24, AP4E1, PXDN, 
HUNK, KLHL18, LDLRAD3, ITPKC, VGLL4, FAM199X, EFEMP1, UBASH3B, SLC26A2, 
CLCA2, STAM, DNAJC3, TBC1D8, UTRN, NPY2R, C18orf25, BCL2L11, SLC9A1, NHLH2, 
TBC1D4, TES, COG3, FOXG1, MBNL1, ZC3H10, SLC39A14, GSKIP, HK2, ARHGEF2, 
EIF5A2, KIAA2013, BAHD1, ZNF365, STEAP3, ASB7, PPM1F, NID1, ATOH8, LPP, FAF2, 
NHSL1, SIK1, ZNF395, TLK1, TBC1D22A, PIK3R3, PLBD2, ADAMTS3, CLOCK, PEX5L, 
TMEM170B, CPEB3, FBXW2, DPF3, MRFAP1, KIF13A, SCYL3, RBMS3, EN1, SLC18A2, 
ITIH6, RYBP, MDGA1, BCL6, PTCHD1, ALPL, CNOT7, FBXL3, MMP16, PPP6R3, CNOT6L, 
CXCR4, LZTS3, RPP14, MARCH6, FGF9, PPIP5K1, PIGZ, AEBP2, IPO13, COLEC12, MIER3, 
SLC6A6, HSP90AA1, NUTF2, HLCS, PTMA, SH2B3, TAF4B, CMTM6, PYGO2, STAC, 
STK38L, ANXA2, BTBD10, NCOA7, PHTF2, REEP3, SPTSSA, SLC5A3, VAMP3, CNNM2, 
CREBRF, CNTN4, SERINC5, TSNAX, KIF1C, DRD2, MAP3K1, PIGM, EPHB4, HES1, PHF8, 
BEND4, NR2E1, EDEM3, SLAIN2, CAMKK2, RAP1B, SDC2, SH3PXD2B, SRSF1, STT3B, 
PIK3CB, ARHGEF17, C16orf70, IFFO2, DBNL, MLLT3, AR, C5orf24, TRAM1, AMBRA1, 
SLC19A2, AMMECR1, CHMP2B, ELMOD2, S100PBP, STARD13, ARL4C, FOXP1, BNC2, 
GREB1, SMOC2, WIZ, DGKH, AP1S3, RBMS1, CEP104, MAP1A, ATF2, OPCML, EN2, 
SGSM1, HS3ST3B1, ST8SIA4, ADPGK, BICC1, SACS, PHIP, SORT1, UBE2Q1, NMT2, 
CC2D1B, TULP4, ENTPD1, MTHFD1L, EFNA1, RASGRF2, COL18A1, SNRK, CUL4A, 
UBE2H, SLC25A36, NMT1, MME, LARP1, PHF20L1, SPTLC2, ARID1B, TMEM248, NEK1, 
SLC9A7, BACE1, TNFRSF21, ADAMTS5, SDC1, PPP2R2A, MBTPS1, FAM8A1, KIAA1217, 
WDTC1, GAD1, SHROOM3, MYH9, RBM24, GOPC, HIPK1, GSK3B, GPBP1L1, SLC27A4, 
TMTC1, ADCY5, SBNO1, KIAA1549, CNNM1, ETS1, SOS1, FAM155B, SNAP23, SPTSSB, 
RALGDS, RNF169, CBLN4, CCDC126, SIX4, LSM14A, PRRT3, ITGA6, FXR1, RUNDC3B, 
DGCR8, FBRS, CPEB1, ARFGEF2, DIO2, MYLK, ARFGEF1, RCOR1, LMX1A, GPRASP2, 
IKZF5, OXSR1, SYT4, ZBTB34, MAP1B, PLEKHA1, TXNDC5, GRIK3, FAM118A, TSPAN9, 
PAK6, EPHA7, RC3H1, CBFA2T2, PEAK1, PPIP5K2, ELAVL1, SYNJ1, ARNTL2, ATXN3, 
DIAPH1, AJUBA, HIPK3, FAM117B, RHOBTB1, ZNF236, FAM43B, SYNJ2BP, SRCAP, 




CC2D1A, CBX5, KPNB1, PHF13, SHROOM4, ZNF367, FRMD4A, RORA, ATP7A, VDAC3, 
WARS2, ASXL3, NCOA3, MAPKAPK2, HECTD1, KIAA0930, FBN2, INSIG1, DENND3, 
SLC30A5, KLHDC10, UHRF1BP1, CCNT1, PPARA, FMR1, SRF, NCOR2, FSD1L, HIPK2, 
ZNF362, SLC1A1, SAMD8, SPAG9, VCAN, PTBP3, C5orf30, SMARCE1, CHSY1, UNC80, 
PAX5, PCDH7, RANBP2, FYCO1, ANKRD52, UBR5, PTEN, ZFHX4, FOXO1, EIF5, SNTB2, 
UBFD1, BAZ2B, NFATC3, KIF13B, SHB, KCNQ3, ID4, LIFR, PCGF5, SSX2IP, TRAF3, 
ARCN1, ADAM10, CREB5, ANKRD12, GPC6, AMER1, UBN1, CLCN4, VCL, LMBRD2, 
FLRT3, PLAG1, TNS1, TENM1, PRLR, CHMP1B, PCDH10, MGA, CTDSP2, EVI5, PSD3, 
PHLDB1, FAM126B, ADCY9, SZRD1, UACA, FOXRED2, SHROOM2, PITPNM2, ABL2, 
UNC13A, TMEM164, NFASC, CDC73, AMOTL2, ESRRB, CCDC50, MTF2, KCNA1, CCDC6, 
CLCN5, ICMT, AMOTL1, GPATCH8, LIN7A, ATP1B1, CCDC88A, ZBTB44, PAK3, PKIB, 
SYT1, RAB5B, UNC5D, CEP170B, ATG14, ATP11A, CNTN3, SLC14A1, NCOA2, UBE4B, 
HIC2, ELAVL4, CEP350, ZNF704, CCNT2, MLXIP, SCUBE3, PACSIN1, SLC4A1, HDAC5, 
ZDHHC21, ZBTB14, ANKRD29, SRGAP3, NRP1, GUCY1A2, ATP11B, SLC20A2, CDH11, 
NEO1, HOXB13, TNRC6A, TNRC6B, PTGFRN, SCUBE2, ZEB2, REST, CACNB2, MEF2C, 
FOXN3, ILDR2, RMND5A, TRIM66, AFF1, PLEKHA6, RAPH1, ARL1, PDCD6IP, GEMIN5, 
FRMPD4, PITPNC1, MCMBP, RERE, ASXL1, TENM4, MARCKS, ITM2B, FKBP7, 
FAM107B, UNKL, SLC44A1, SAR1B, TRIM55 
miR-21-5p KRIT1, IL12A, FASLG, FGF18, CCL1, PLEKHA1, RSAD2, YOD1, PELI1, TGFBI, ARMCX1, 
MATN2, SKP2, NTF3, TIMP3, SMAD7, SATB1, FAM13A, RP2, RTN4, ARHGAP24, 
UBE2D3, LRRC57, DUSP8, PDCD4, SOX5, RMND5A, OLR1, SPRY1, S100A10, RALGPS2, 
GLIS2, KLF5, SPRY2, ELF2, RECK, PCBP1, SLC16A10, ST3GAL6, KBTBD6, PPP1R3A, SKI, 
STAG2, CD69, CPEB3, PCSK6, SESN1, BCL7A, GLCCI1, GABRB2, LANCL1, ST6GAL1, 
ASF1A, PBRM1, JAG1, CHIC1, TMEM170A, DCAF7, HIPK3, TIAM1, MAP3K1, CASKIN1, 
RBPJ, NFIB, PLAG1, ACVR1C, THRB, CSRNP3, STAT3, ZSWIM6, RASA2, PAG1, KLHL42, 
ADNP, NFIA, PIK3R1, ZNF704, FRS2, VASH2, NIPAL1, LIFR, KLF6, CADM2, GATAD2B, 
FGD4, MSX1, SMARCD1, MIA3, CBX4, TAGAP, FBXO28, EPHA4, NEGR1, VCL, KLHL15, 
BTG2, TESK2, COL4A1, CDC25A, AKIRIN1, CCL20, PIKFYVE, ANKRD46, TET1, PDZD2, 
AGO4, IL6R, GPC4, HGF, ALX4, BMPR2, MTMR12, KLF3, RASGRP1, SCML2, BNC2, 
SOX7, SLC30A10, GAB1, CREBRF, PURB, CNOT6, MEF2C, RBMS3, SUZ12, EHD1, 
ACVR2A, MPRIP, PAIP2B, BCL11B, STRN, UNC80, TNRC6B, HNRNPU, KLF12, GID4, 
PRPF4B, YAP1, GTPBP10, RAB11A, NFAT5 
MiR-124-3p RHOG, CTDSP1, SNAI2, LRRC58, B4GALT1, SLC10A7, VAMP3, MAGT1, SERINC2, SERP1, 
TRIM45, ITGB1, CEBPA, SPOPL, RAB27A, CHIC1, PTBP1, SLITRK6, PTPN12, PHF19, 
RNPEPL1, PPFIBP2, LPP, RFX4, PTBP2, FLOT2, TUB, TMEM134, RAB34, CPT1A, 
CNEP1R1, TBX22, SIX4, C11orf87, SLC50A1, VPS37C, NFATC1, ASPA, GXYLT1, BMP6, 
SLC31A2, CD164, TARBP1, PIK3C2A, PPP1R13L, MAP3K2, DHRS1, TTL, MITF, PI4K2B, 
PTPN9, LRRC1, SLC16A1, FZD4, IQGAP1, CBX2, SLC26A2, FOXQ1, KIAA1671, VAT1, 
CREBRF, GNG10, IL11, POLR3G, ECI2, TMED1, FRMD8, STT3A, ATP6V0E1, EDEM1, 
EYA4, CBL, PCDH8, BLOC1S6, CTSH, CHP1, LMAN2L, PARP16, SLC30A2, SLC16A13, 
ALG2, CTNND1, RAD17, MAP2K4, PGRMC2, SNTB2, RAB3D, KCNK10, RARG, PTBP3, 
PTTG1IP, TBX19, FRMD4B, TOR3A, TMEM109, TCTA, SDF2L1, ELK3, MDK, SMAD5, 
MYZAP, FAM129B, CXADR, MIB1, KLHL24, GPT2, EVI5, WASF2, DNAJC25-GNG10, VIM, 
LYSMD3, APLN, ZKSCAN8, SCAMP2, CTDSP2, THAP2, TSPAN15, C3orf38, HRCT1, 
RBMS1, RFFL, SLC30A7, SFT2D2, TFEB, PROX1, SMOX, MAPK14, FPGS, QSER1, PIM1, 
C4orf46, SBNO2, KCNK2, EIF3B, GGA2, STOM, CC2D1B, EPHX4, ATP7A, PECR, OVOL2, 
CYB5A, EML6, LHX2, ASCC2, PLP2, RWDD4, QKI, LAMC1, TMCO3, IAPP, SHPK, AP1M2, 
RBM33, APEX2, RASSF5, SERTAD2, EPS8, UNC119B, KANK1, CD151, PGM1, VPS35, 
RELA, DDX3X, MSRA, ZNF449, RAB11FIP1, PNPLA2, G3BP1, DMRTA1, PGF, APH1B, 
SLC35F5, CTDSPL, ZKSCAN4, GATA6, NECAP2, PRRX1, SNX18, PLEKHF2, SLC17A5, 




SPPL2A, RYK, FAM133A, SH3PXD2A, MCUR1, DLX5, SERTAD4, DDX6, NFIB, ACAA2, 
SORD, F11R, USP2, FLOT1, FAR1, CHSY1, MANBAL, LITAF, CTNS, CRTC3, SLC7A2, 
HECTD2, SRSF6, GPAM, PRPS1, PAQR8, AMMECR1, SNTA1, TEAD1, GMCL1, COL4A1, 
SLC31A1, IMPACT, MYRF, OGFOD3, SMCO4, ATP1A1, NIPA1, TRMT10A, PQLC3, GCDH, 
NID1, ZCCHC24, EYA2, ELOVL5, SPRY3, DENND6A, LMF2, SLC15A4, KIAA1958, CASC3, 
CLEC1A, ATMIN, CDH2, GCH1, CHIC2, ARFIP1, DHCR24, AKT1S1, C2orf69, RNF125, 
RHBDF1, SAMD12, CMPK1, HADHA, SLITRK4, CAV1, SYT14, P4HA1, LMO4, NR3C1, 
E2F5, LCLAT1, AHR, ZMPSTE24, FAM76B, XPO4, TMEM87B, NAP1L1, PLEKHH1, STK36, 
WIPF2, KLF4, ZNF219, GRB2, RAVER1, EGR2, FXR1, PAPSS2, PALLD, PHF6, TRIB3, 
TPD52L2, TTC26, CAPN6, TRAF6, PTPRZ1, WDR44, FAM199X, KIF2A, PRKAG2, NKAP, 
USP1, PAM, RYR3, LIMD2, NEGR1, GLIS2, PDE4B, CREB3L2, FAM171A1, PKN2, CLOCK, 
NRG1, GALNT9, SOS2, ZKSCAN3, PAPOLG, MYH10, IRF2BPL, VCAN, DLX2, CDCP1, 
EGR1, PLXNA3, HIPK3, SLC7A14, HIVEP2, FCHO2, MSRB1, RCOR1, RNF144A, SFT2D3, 
CPNE3, SCN4B, SUCO, MTMR6, AK2, SMARCC1, HIVEP3, PARP9, ANXA5, BCL2L11, 
PLXNB2, CAPN1, CPEB1, RAP2B, INSIG2, ZNF608, CCND2, OSBPL3, DACT1, RHOU, 
TEX261, KLLN, FSD1L, ZMAT3, FGFR1OP, ITGA7, LRCH4, TRIM39, KAT7, SLCO4C1, 
PIP4K2C, SLC9A9, SP1, RPIA, LEMD3, NEURL1B, POGLUT1, NFIX, LIPE, SNX30, RRAGD, 
PHACTR2, MYCBP, RNF141, SLC35A4, FMR1, SHC4, BCL11B, BCL6, JAG1, CHODL, SVIL, 
SLC25A30, HEATR1, YEATS2, SNX6, FUT10, USO1, LNX2, DSC1, GFPT2, AIDA, MDGA2, 
NRP1, MYO10, GRIA2, FAM174B, SURF4, PPM1F, SLITRK3, MYH9, NYNRIN, ARHGEF37, 
TOM1, ETS1, KIF3A, CDH4, SLC9A2, CPD, SH3BP5L, RANBP10, CNN3, GPD2, NR3C2, 
ITPR3, ANTXR2, ZFP36L2, JAM2, ROCK1, RBL1, MCF2, MEF2A, TMEM184B, ARL10, 
MYO5B, NFIA, MYO1E, TWSG1, SPECC1L, CDH9, PUS7, SPOCK3, CACUL1, SLC39A9, 
KIAA2013, ITPKB, TCF3, NXT2, NAP1L5, POC1B, VPS4B, NRP2, TPST2, IPO8, MYADM, 
C1GALT1, SH2B3, MYH11, PML, CALCOCO1, PPP1R3B, SREK1, ADAM19, SLCO5A1, 
SRGAP1, MOB1B, CDK4, SERTAD3, SNCAIP, PLEC, NFIC, RFX1, KLF6, AMOTL1, PITPNA, 
CLMP, SLITRK2, ADNP2, CGN, GIT2, GLI3, XYLT1, USP14, HDAC4, TLN1, PLCB1, AIF1L, 
IFFO2, RBM24, MTM1, SIGMAR1, LRFN1, RREB1, ANXA7, FXR2, RAB22A, GZF1, STK38, 
FSTL5, G3BP2, REEP1, KIF16B, FAM53B, TAOK1, TRAM2, EDNRB, AMMECR1L, RRBP1, 
MYRIP, PRKG1, METAP2, GNAL, NRCAM, RFX3, SEMA6D, FKBP15, E2F3, ATXN1L, 
RHOQ, PEA15, MYLIP, HIPK1, FAM219B, PLIN3, VPS37B, TBC1D9B, CACNA2D1, ATL3, 
TOMM34, ARL5B, ATP6V0A2, COTL1, KDELR2, FCHSD2, RNF135, NUP210, AHRR, MTR, 
BTG2, TRPS1, STRN, UNC5D, GNA13, SCD, MCU, ZNF503, KIAA1324L, SAMD4A, 
FAM117A, LPCAT3, AP3M1, ECE1, GLRB, NFATC2, MOCS1, STK35, IL17RD, ENPP4, 
PRKAA2, TET1, RALGDS, RNF216, SLC25A37, NAPEPLD, UBN2, TDRP, INSM1, 
ARHGDIA, ERN1, PIK3CA, JAG2, CBLN4, DNMT3B, SNAP29, DSG2, ANO5, RNF165, 
CHD1, KPNA3, HBP1, SLC5A3, DUSP3, MBOAT2, PCYOX1, SLC22A5, CHST1, RALGPS2, 
CLIC6, FRS2, TNRC6B, NOL4, PRKD1, SUCLG2, RNF213, GPR37, ALDH1L2, ZBTB11, 
GAS1, ITPRIPL2, VSNL1, RIMBP2, USP48, ULK2, NEK9, LMO3, RAPGEF1, ADCY9, MPP6, 
PGAP1, CPNE5, PCSK6, BTBD7, ENAH, TP53INP1, KCNQ5, MAPRE1, ZBTB6, ELL2, 
EFCAB14, SDAD1, RAVER2, SEPSECS, KIF26B, SH3RF1, MPC1, FKBP1B, SLITRK5, 
INO80D, CLIP1, BCAT1, RGS9, LRIG1, MED26, MARCH7, EYA3, EFHD2, ETV1, TUBG1, 
STAT3, PARP8, SP3, SCML4, CLDND1, NPTN, CBFB, CEP85L, AFF4, CASC4, OSBP, FRAS1, 
SLC33A1, FAM78A, FSTL1, RYR2, UHMK1, RASGEF1A, CNTN1, HLF, SH3KBP1, 
TBC1D13, DEPTOR, LONRF1, ANAPC7, GRIN3A, TACC1, DNASE2, VANGL1, SVIP, GSS, 
PTAR1, ITGA3, RTCB, PTPRD, MARCH8, RBM12, EZH2, CDYL2, KCNJ12, BAZ2B, CDR2L, 
SAP30L, ERF, SESTD1, CUL5, NEUROD1, TMEM168, ITPRIP, MAT2A, PMEPA1, TENM1, 
CELSR1, TMEM41A, BACH2, GLTP, FNBP1L, CD276, LRRFIP2, NHLRC2, LPIN1, ZRANB2, 
MTX3, RPS6KB1, C2orf68, MLLT3, STK4, XKR6, GALNT13, RAB10, WIPF3, BTBD10, SP2, 
FZD8, SLC7A8, DIAPH1, PRLR, KCNJ6, MECOM, ROCK2, ELK4, DMXL1, CAMTA2, 
FBXO30, VAT1L, SUGT1, FAM122B, OTUD1, FAM104A, NLGN4X, DGKH, IMPAD1, 




LCP1, UBE3A, DPH3, KLHL28, YIPF6, BRWD1, NACC2, MTDH, PRPF40A, CDK13, CDCA7, 
RAB2A, SASH1, NKAIN2, AFF1, MED12L, SYNPO2, DAP, RALGPS1, SEMA6C, FRMD4A, 
EN2, GGPS1, HTR2C, APBB2, OXSR1, OSBPL6, LRP6, GLCE, NR5A2, PNN, ACSL1, 
OTUD4, RALA, NR4A3, ALCAM, BICD2, BRWD3, GPC4, UBE4A, RLIM, TBC1D5, ERMP1, 
PDZD2, PALM2, IST1, PTPN1, ENTPD5, RBMS3, ANXA11, LIMS1, JAKMIP3, KCNJ2, 
ZFAND3, NFAT5, HEBP2, OSBPL11, HIF1AN, NAV1, ADIPOR2, PRR14L, MBNL3, LZIC, 
DGAT2, TOX, TMCC3, BMPR1B, SHANK2, DCTN4, FAM160A1, GDAP1L1, TFDP2, 
USP30, CLMN, SOS1, ZNF706, MARK1, FAM177A1, C1orf21, BCL2L13, ESYT2, RNF217, 
FZD5, SYPL1, NAA15, ITGA11, RAPH1, ADCYAP1, MGAT4A, HIPK2, SLC1A4, OSBPL8, 
MYNN, COL12A1, ARFGEF2, SPOCK2, WDFY3, DYRK2, GNAI1, TOR1AIP2, GDAP2, 
EFHC1, CACNB4, GRID1, SEMA6A, ANKLE2, SRGAP3, SPTLC2, HDAC5, BACE1, TANC2, 
CNTN3, DMD, RAB11A, EFNA5, RHBDL3, SH3GLB1, RB1CC1, AGPS, ASF1A, LIMCH1, 
FARP1, SNX16, SESN3, CEP350, MECP2, NUFIP2, WIPF1, MTF1, ALG9, SPTY2D1, 
VAMP4, CADM1, CCDC6 
miR-138-5p SYT13, GTPBP1, EIF4EBP1, FOXC1, CLVS1, DUSP16, SLC35F1, DCP1A, RARA, BNIP3L, 
KLF11, VSTM2L, FOXP4, NKAIN1, RMND5A, ZNF704, JAZF1, CREB3L2, CCND3, PDE3A, 
AMMECR1, RHOC, RDH8, SH3GL2, SRRM4, NFIB, IGLON5, PPIP5K1, SH2B3, TCF3, 
CLNS1A, EBPL, NSFL1C, UBP1, ERI1, EID1, CLIP1, SULF2, MANEAL, PLLP, FEM1C, 
LYPLA1, KDM6B, TIPARP, STOX2, NFIX, SEH1L, PDIK1L, FERMT2, RCAN2, LZTS3, H3F3B, 
ST6GALNAC4, KBTBD4, PPARD, CHST10, UIMC1, SOX12, ZNF385A, ADCYAP1R1, 
CALN1, ANKRD54, CLN5, TNFSF4, NSMF, NEUROD1, SLC17A7, DTX4, PDE7B, SOCS5, 
TMEM198, ZNF444, TMTC4, NPPC, SNCAIP, ST3GAL6, TCF4, PIP4K2C, USP10, AGO1, 
PRRT4, UPF2, RIMS2, UHRF1BP1, SIRT1, THAP11, THRB, BAZ1B, LENG8, CTDSPL2, 
ZNF275, ZFAT, DESI2, MAP3K11, EPHA8, SORBS2, GNG2, L3MBTL3, CCDC85C, ANK1, 
CELF5, PARP8, EZH2, FAM169A, SOX4, KANK1, C6orf47, PPARGC1A, WWC1, 
DCUN1D4, KDM5A, PTP4A1, GATAD2A, MOCS1, EFNB3, HK1, USP47, PWWP2A, 
LMAN1, RAVER1, RELN, AFF3, VEZF1, VPS26A, RPS6KA1, PSMF1, NAPG, ATP11C, 
ROCK2, ZMYND11, ATCAY, MFAP3, MGAT5B, ZNF292, THRAP3, LHFPL3, PHOX2B, 
LSM14A, GPR158, PCGF3, SLC39A9, SEMA4C, KIF26A, SOBP, ASXL3, NEBL, JMJD1C, 
SLC22A23, CLMP, TMEM38B, SOGA1, JOSD1, UNC5D, ZNF607, CDR2L, TET2, ING1, 
PRPF40A, TMOD2, KIAA0930, ACVR2B, AHDC1, SZRD1, RHBDL3, KMT2C, DENND1A, 
GALNTL6, VPS37A, NOVA1, HIF1AN, TEAD1, FRMD4A, SLC20A1, XPR1, NBEA, 
FAM210B, IMPAD1, TULP4, APPBP2, PPM1L, SPEG, PAPPA, TRPS1, SCN8A, MTF2, 
ZNF148, ZEB2, SMG1, TSR1, ARFGEF2, AHCYL2, TAOK1, CNOT6L, PPARGC1B, RIMS3, 
ILDR2, KIAA1958, MLXIP, CHD6, GGCX, GAS7, ZBTB44, SCAI, PHF21A, LIMCH1 
miR-1-3p CORO1C, SMIM14, ARPC3, TAGLN2, GJA1, SERP1, TMSB4X, MMD2, BDNF, SLC10A7, 
G6PD, SRI, GLCCI1, CDK14, C5orf51, RIT2, ARCN1, KCNIP3, TMEM243, POGK, SLC44A1, 
EBPL, MMD, SRSF9, ANKRD29, UST, ANXA2, NDRG3, IGF1, MAB21L1, NXT2, GPD2, 
C9orf152, PAX3, RABGAP1L, TPM4, MAL2, MXD1, RAB5A, TMEM178A, TTR, GPR137C, 
E2F5, LASP1, C2orf69, CCSAP, HNRNPU, TWF1, SPRED1, GCH1, TSPAN4, EDN1, 
MSANTD2, TRIM2, VAMP4, PAX7, TNKS2, PPIB, GPR6, CAAP1, PIRT, PDCD10, ABHD2, 
BSCL2, CITED2, TDP1, NCL, SH3BGRL3, UNC119B, CHSY1, CCND2, FBXL14, TACR1, 
WDR48, CDC42SE1, AZIN1, CLTC, ZNF281, RAB43, HOXB4, MAN1C1, NANP, CPED1, 
SLC25A30, AP1G1, CNN3, SMARCB1, ADPGK, PGD, PDE7A, ZNF580, TIMP3, TPM3, 
RNF138, NFATC2, DDX5, ZFP36L1, RASA1, KIF2A, HMGN1, UBE2H, MON2, YWHAZ, 
TMCC1, FOSB, MPP5, RRBP1, LRCH1, CTTNBP2NL, HS3ST3B1, BAG4, SLC29A3, STC2, 
ZMAT3, RARB, YWHAQ, EIF4E, PTBP1, SNAP25, XPO6, OSBPL7, ABCB7, HELZ2, 
RNF141, HACE1, ISY1-RAB43, KTN1, PDGFA, MATR3, ARF3, PHAX, HSPD1, FBXO33, 
DHX15, RSPO3, CLCN3, THBS1, KMT2E, SLC25A22, MBLAC2, CPLX2, MEOX2, PTPRG, 
CPEB1, TPPP, KALRN, FAM155A, ANXA4, PFN2, BACH2, ETS1, SH3GL1, SEC63, KANK4, 




PPP4R2, ARFIP1, HNRNPA3, MIER1, WBP1L, ANP32E, MECOM, NME1-NME2, FN1, 
CBL, OTX2, NINJ1, LRRC8A, COL25A1, PRKACB, PDE12, CREBL2, PDIK1L, SLC35B4, 
SLC39A9, SLC39A10, ATP6V1A, TGIF2, FAM83A, PICALM, C2CD5, SKIDA1, SNAI2, 
JARID2, STARD7, H3F3B, MET, SP2, FAM102A, CASK, LCOR, DGKH, HNRNPK, CXCR4, 
DCAF12L1, FBXW7, ATG13, FNBP1L, OSTF1, SOX9, ACAP2, COL4A3BP, ZNF800, PTMA, 
NFATC3, SYT1, SLC25A25, STX6, TRANK1, TGIF1, PIK3C2A, TBC1D15, NR4A2, RSBN1, 
RAB11FIP1, PDCD4, SEC62, TMEM135, TCF7L2, FAM91A1, KLF4, TNPO2, SLC2A13, 
MPZ, MYOCD, KCNJ2, ADAM12, ZFP36L2, AKAP11, PHF6, PLEKHO2, ELF1, ACTB, DLG4, 
RYBP, SRGAP2, PRKCE, ZNF24, UTRN, EAF1, RAP1B, CTBP2, ZBTB21, KRAS, RNF145, 
CAPRIN1, BTAF1, PCDH17, ARHGAP21, UBR5, SLC8A1, HAND2, NBEA, MTSS1, HDAC4, 
EYA4, EMX2, COL4A3, TAOK3, LEF1, SMARCC1, ATF2, SRXN1, TRPS1, ATXN1L, 
SLC30A9, KAT6A, PTPN1, PNP, SULF1, KAT6B, MBTD1, RNF38, GTF2B, GLIS2, GPR158, 
SEMA6D, COL19A1, GPR85, FAM168A, SPTLC3, GOLPH3, GIT1, MAP3K1, AP3D1, FRS2, 
VEGFA, FNDC3A, TTC7B, EML3, SLC15A2, TTC3, HIVEP3, PAX5, BCL7A, KNOP1, HIPK3, 
SLC8A2, WASL, TBX18, MNT, KLHL15, NOTCH3, PTAR1, FAM84A, FGD4, FNDC3B, 
SAMD8, UNC50, ANKRD23, FOXP1, JOSD1, AMOT, THRB, TSPYL4, ZMYND8, NFAT5, 
GNE, DLG2, STAG2, RALGAPA1, MPP7, GLCE, SEC22C, STK39, CHST11, ZBTB4, FRAS1, 
EFNB2, UBN1, IGFBP5, GMFB, WNK3, HNRNPA1, CBX6, RNF165, CDK6, ZNF827, 
RICTOR, PAK3, UHMK1, ASXL3, NAMPT, SLC25A36, KDM2B, MAPK1, SLC7A2, CD2AP, 
RNF213, HP1BP3, BSN, ZNF236, DCP2, NCOA1, RORA, TEX2, CAMK1D, HMGCR, UBN2, 
ANKIB1, MAP1A, SH3PXD2B, WASF2, TNPO1, WIPF2, ADAR, SMG7, PAX6, SETBP1, 
SFRP1, MAML2, C6orf120, AVL9, PLAG1, OLFML2A, FAM126A, PLXNA4, UBE4A, 
PEAK1, PPP2R5A, MR1, IPMK, SOX6, PPM1L, DAAM1, DDX3X, SLC44A2, NRP1, 
TECPR2, CREB5, SOX5, SLC7A11, ABI2, SPEG, BICD1, EPC1, DICER1, NEDD4L, 
ANKRD13C, OSBP, HIVEP2, TRA2B, KCTD10, ARF4, HIC2, SPATS2L 
 
 
